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O SOMMAIRE
L’immunopeptidome représente l’ensemble des peptides de 8 à 11 acides aminés
présentés sur les molécules de CMH de classe T. Une caractéristique importante de ce
dernier est que sa compostions est biaisée en faveur de certaines protéines. Pour
mieux comprendre les mécanismes expliquant pourquoi certaines protéines
contribuent plus efficacement à l’immunopeptidome que d’autres, nous étudions la
protéine modèle STT3-B, car elle représente une grande source de peptides
antigéniques chez l’humain et la souris. Nos résultats montrent que STT3-B est un
substrat de la voie de dégradation associée au réticulum endoplasmique (ERAD) et
que sa dégradation dépend de l’activité catalytique du protéasome. De plus, trois
caractéristiques clés de cette protéine semblent être responsables de sa forte
contribution à l’immunopeptidome. Il s’agit de sa localisation cellulaire dans la
membrane du réticulum endoplasmique et à proximité de l’immunoprotéasome, de sa
capacité à générer des “defective ribosomal products” (DRIP5) et de la présence
dans sa séquence d’une région riche en lysine pennettant une dégradation plus
efficace de STT3B. Finalement, nous avons montré que si l’on couple la séquence de
STT3-B à un peptide comme SIINFEKL (provenant de l’ovalbumine), la présentation
de ce dernier est augmentée. Nos résultats montrent donc de nouvelles relations entre
le protéome cellulaire et l’immunopeptidome. De plus, ils suggèrent que les substrats
de l’ERAD peuvent contribuer efficacement à l’imrnunopeptidome. Ces résultats
nous permettront par la suite d’élaborer des stratégies de vaccinations en
immunothérapie.
Mots clé antigène/peptide/épitope, présentation antigénique, CMH, vaccination
iv
C ABSTRACT
Proteins show drastic discrepancies in their contribution to the collection of
seif-peptides that shape the repertoire of CD8 T ceils (MHC I self
immunopeptidome). To decipher why selected proteins are the foremost sources of
MHC I-associated seif-peptides, we chose to study SIMP/STT3B because this protein
generates very high amounts of MHC I-associated peptides in mice and humans. We
show that the endoplasmic reticulum-associated degradation pathway and MHC I
processing intersect at SIMP/STT3B. Relevant key features of SIMP/STT3B are its
lysine-rich region, its propensity to generate defective ribosomal products (DRiPs),
and its location in the endoplasmic reticulum membrane in close proximity to the
immunoproteasome. Moreover, we show that coupling to SIMP/STT3B can be used
to foster MHC I presentation of a selected peptide, here the OVA peptide SITNFEKL.
These data yield novel insights into relations between the ccli proteome and the MHC
I immunopeptidome. They indicate that the contribution of a given protein to the
MHC I immunopeptidorne resufts from the interplay of at least three factors: the
presence of possible degradation signais, the protein DRiP rate and its subcellular
localization. Furtherrnore, they suggest that substrates of the endoplasmic reticulum
associated degradation pathway may have a prorninent imprint on the MHC I self
immunopeptidome.
Key words: Antigens/Peptides/Epitopes, Antigen Presentation/Processing, Ceil
Trafficking, MHC, Vaccination.
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INTRODUCTION
1. Introduction générale
Les lymphocytes T CD8+ sont les cellules du système immunitaire qui sont
responsables de la détection et de l’élimination des cellules anormales, que ce soit des
cellules tumorales ou infectées par un virus ou une bactérie. Les lymphocytes T
CD8+ peuvent remplir cette fonction, car ils possèdent un TCR (T cell receptor) qui
est spécifique et reconnaît un complexe formé d’une molécule de CMH de classe I
(complexe majeur d’histocompatibilité de classe I) et d’un peptide. Toutes les
cellules nucléées présentent à leur surface des peptides associés au CMH de classe I
(Paul, 1993). Ces peptides, de 8-11 acides aminés reflètent l’état de santé de la
cellule de sorte que toutes les cellules sont susceptibles à la lyse par les cellules T
CD8+ si les peptides qu’elles présentent reflètent que cette cellule se trouve dans un
“état anormal”
Pour que des peptides soient présentés efficacement à la surface cellulaire, il
faut qu’il y ait combinaison de deux voies. Premièrement, la cellule doit être capable
de générer efficacement des molécules de CMH de classe I dans le RE (réticulum
endoplasmique) qui seront en mesure d’accepter les peptides. Deuxièmement, il doit
y avoir génération d’un vaste ensemble de peptides provenant de protéines. Dans le
présent manuscrit, nous nous concentrerons plus en détail sur la deuxième voie. Les
prochaines sections décriront par quels mécanismes les peptides sont générés et
quelles sont les sources de ces peptides.
2. L’immunopeptidome
L’immunopeptidome est le terme général qui définit l’ensemble des peptides
présentés à la surface des cellules par les molécules du CMH de classe I (Shastri et
coll., 2002). Dans des conditions normales il provient de la dégradation du protéome
cellulaire et en représente qu’une infime partie. De cette façon, il traduit l’état de
7santé de la cellule puisqu’une mutation protéique résultante d’une instabilité
génomique peut être traduite par une modification de l’immunopeptidome. En plus
des protéines du soi, l’immunopeptidome a aussi comme source de protéines celles
provenant de la réplication virale. Comme la machinerie de dégradation de la cellule
ne peut faire la différence entre les protéines du soi et celles provenant d’un virus,
elle présente les deux types de protéines. L’infection virale résulte donc aussi, en une
modification de l’immunopeptidome. Ces deux types de changements dans la nature
des peptides présentés constituent le signal d’alarme pour les lymphocytes T CD8+
cytotoxiques (CTLs, cytotoxic T lymphocytes).
De cette façon, le rôle de l’immunopeptidome est double. D’une part, il
façonne le développement et l’homéostasie des cellules T en régulant la sélection
positive et négative dans le thymus (Goldrath et Bevan, 1999) et d’autre part, il
permet la reconnaissance par les CTLs des cellules néfastes pour l’organisme.
L’étude des mécanismes régulant la formation de l’immunopeptidome est
d’une importance vitale d’un point de vue thérapeutique. En effet, les antigènes
mineurs d’histocompatibilité (épitopes différents entre les individus d’une même
espèce résultant d’un polymorphisme dans leur protéine source (Roopenian et coil.,
2002)) sont souvent une barrière en transplantation (Perreault et coli., 1990). De
plus, certains épitopes présentés sont spécifiques aux cellules tumorales et peuvent
par le fait même constituer une excellente cible pour l’immunothérapie (Boon et van
derBruggen, 1996).
3. Le mécanisme de génération de peptides
D’une façon générale, les protéines sources des peptides présentés sont
dégradées par le protéasome dans le cytoplasme. Les peptides résultants sont ensuite
importés dans Je réticulum endoplasmique par TAP (Transporter associated with
antigen processing). Une fois dans le RE, les peptides sont chargés sur les
hétérodimères de CMH de classe I par un complexe responsable du chargement des
nj
molécules de CMH de classe I (peptide loading complex). Ce complexe est composé
de cinq types de molécules: les hétérodimères de chaînes lourdes du CMH de classe
I/f32 microglobuline, le complexe TAP, la tapasine, la calréticuline et Erp57
(Cresswell et coll. 1999). La liaison du peptide dans le sillon de la molécule de CMH
de classe I permet la stabilisation de cette dernière (Yang, 2003). De cette façon,
seules les molécules de CMH de classe I chargées d’un peptide peuvent être
exportées à la surface cellulaire (figure 1).
Il est à noter qu’il existe d’autres voies de présentation de peptides. Ces dernières
seront discutées plus loin et beaucoup moins en détail.
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figure 1. Voie générale de la présentation antigénique par le CMII de classe I.
Tiré de Kloetzel et coll., 2001. Les substrats multiubiquitinés sont dégradés par le
protéasome (a) en peptides antigéniques de 8-1 1 a.a (b) qui sont importés dans le RE
par le complexe TAP (e). Dans le réticulum endoplasmique, le peptide se lie à et
stabilise une molécule de CMH de classe I (hétérodimère composé d’une chaîne
lourde et une molécule de f32 microglobuline) (d). Il est important de noter que le
4O chargement du peptide sur la molécule de CMH de classe I se fait grâce à uncomplexe protéique se composant du complexe TAP, de la tapasine, de la
cairéticuline et de Erp57 (e). Le complexe molécule de CMH T/peptide migre à la
surface cellulaire en empruntant la voie de sécrétion. Finalement, ces peptides sont
reconnus par un CTL possédant un TCR spécifique à ce complexe CMH I/peptide.
(f). Ceci stimule le CTL et permet de détruire la cellule cible.
3.1. Le protéasome
Sauf pour quelques exceptions (Anton et coll., 1999, Valmori et col!.., 1999),
il est maintenant bien accepté que les peptides, provenant des protéines du soi et
présentés par les molécules du CMH de classe I proviennent de la dégradation
protéique par le protéasome (Rock et coll.., 1994). L’équipe de Rock a très bien
montré ce fait grâce à l’utilisation d’inhibiteurs du protéasome. En effet, l’inhibition
du protéasome empêche la dégradation (turnover) des protéines qui ont une demi-vie
longue ou courte et ceci, se traduit par une diminution de la génération des complexes
CMH de classe I/peptides.
3.1.1. Comment une molécule est-elle ciblée pour la dégradation protéasome
dépendante: le rôle de l’ubiquitine.
L’ubiquitine est une protéine très conservée au cours de l’évolution et contient
76 acides aminés. Sauf pour quelques exceptions (Verma et col!.., 2000) elle
constitue le signal de reconnaissance pour les protéines nécessitant une dégradation
par le protéasome
L’ubiquitination des protéines se fait en trois étapes dans les cellules (Figure
2). Dans un premier temps, l’ubiquitine est activée d’une façon ATP-dépendante par
une enzyme El (ubiquitin-conjugating enzyme) qui fonne un lien thio-ester entre
elle-même et une glycine en C-terminale de l’ubiquitine. L’enzyme El transfère
ensuite l’ubiquitine sur une protéine E2 (ubiquitin-carrier protein). Dans la troisième
étape, qui est catalysée par une E3 ubiquitine ligase, l’extrémité C-terminale de
l’ubiquitine est conjuguée par un lien isopeptidique au groupement epsilon d’une
5lysine se retrouvant sur la protéine à être dégradée (Rock et cou., 1999, Hershko et
cou., 1998). L’ubiquitine est ensuite elle-même ubiquitinée et il se forme des chaînes
de polyubiquitines sur les protéines ciblées pour la dégradation par le protéasome.
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Figure 2. Les étapes de l’ubiquitination des protéines. Tiré de Pickart, 2001. A)
Les molécules d’ubiquitines (rond gris clair) se lient sur le groupement epsilon des
lysines contenues dans la séquence primaire des protéines cibles (ovale gris foncé).
La réaction se fait par l’action séquentielle d’une Fi, F2 et 13 ubiquitine ligase.
L’ubiquitine est ensuite elle-même ubiquitinée et les substrats polyubiquitinés sont
ensuite dégradés par le protéasome. B) Cascade d’activation et de transfert de
l’ubiquitine sur les lysines des protéines cibles (voir le texte pour les détails).
Il est à noter que dans les cellules, il existe qu’une seule 11, une vingtaine de
E2s et plus d’une centaine de E3s ubiquitine ligase (Liu et coll.., 2004).
L’ubiquitination des protéines semble essentielle à la présentation de certains
peptides antigéniques. En effet, les peptides provenant de I’ovalbumine ne sont plus
présentés par les molécules du CMH de classe I dans des cellules mutantes
thermosensibles pour la protéine El (Michalek et coll.., 1993).
3.1.2 Structure du protéasome
Le protéasorne 20S est un complexe multicatalytique d’environ 700 KDa en
forme de cylindre. Il est composé de deux anneaux d’heptamères Œ (Œ1-Œ7) et de
deux autres anneaux d’heptamères F3 (f3i-F37). Les anneaux a se retrouvent aux
extrémités du cylindre. Quant aux anneaux F3, ils se retrouvent au centre du cylindre
6et sont responsables de l’activité catalytique du protéasome. (Bochtler et cou.., 1999)
(Figure 3) Seules trois sous-unités f3 ont une activité catalytique (f31, f32 et f35)
(Kloetzel et cou., 2001).
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Figure 3 : Structure du protéasome et de l’immunoprotéasome. Tiré de Kloetzel et
Ossendorp, 2004. Le protéasome 20$ est un cylindre composé de quatre anneaux
heptamériques de sous-unités Œ et de sous-unité f3. Ces dernières se retrouvent au
centre du cylindre. A chaque extrémité du protéasome 20$, peut se lier le régulateur
19$ composé de sous-unités ATPase et de huit à dix sous-unités non ATPase. Sous
l’action de IFN-y, la synthèse de trois sous-unités catalytiques (LMP2, LMP7 et
MECL1) est induite et ces sous-unités remplacent les sous-unités f31, f32, et f35 du
protéasome constitutif pour former 1’ immunoprotéasome.
3.1.3. Activité catalytique du protéasome.
Le protéasome 20$ a une activité protéolytique spécifique qui est responsable
de la génération de l’extrémité C-terminale de l’épitope (Craui et coli.., 1997, Mo et
coli.., 1999). Il possède 3 types d’activités catalytiques : une activité chymotryptique
on-ATPa
(J
÷ IFN-y
b-
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ci (coupure après un résidu hydrophobe) qui est générée par les 3 sous-unités
7catalytiques (f31, f32 et f35), une activité trypsique (coupure après un résidu basique)
qui est générée par la sous-unité catalytique f35 et une activité peptidylgiutamyl
peptide hydrolase (coupure après un résidu acide) qui est générée par la sous-unité
catalytique f32. (Yang et cou., 2003). Ces différentes activités catalytiques ont été
observées, autant sur des peptides synthétiques, que sur des protéines entières
(Nussbaum et coÏl., 1998).
L’étude d’épitopes générés indépendamment du protéasome comme l’épitope
MAGE-3271279 (un épitope associé aux tumeurs) a permis de déterminer que certains
peptides sont détruits par le protéasorne à moins que certaines de ses activités
catalytiques ne soient inhibées (Valmori et coli., 1999).
3.1.4. LocaLisation intracellulaire du protéasome
La localisation du protéasome varie grandement selon le type cellulaire. Par
contre, il est possible de noter quelques généralisations. Le protéasome se localise
dans le cytoplasme et le noyau (Palmer et colI., 1994). Ceci a été corroboré par une
étude réalisée sur des cellules vivantes par Reits et collaborateurs. Cette équipe a
créé une sous-unité chimérique du protéasome couplée à la EGFP (Enhanced Green
Fluorescence Protein) qui s’incorpore au protéasome. Par des études de
“Fluorescence recovery after photobleaching” (FRAP), ils ont montré que le
protéasome voyage par diffusion entre le cytoplasme et le noyau de façon
unidirectionnelle (Reits et coll., 1997). Des études en microscopie électronique (ME)
et de fractionnation cellulaire ont montré que le protéasome peut aussi se retrouver
associé à la membrane du RE dans une proportion qui va jusqu’à 14% dans des
hépatocytes de rat (Rivett et coli., 1992, Palmer et coli., 1996, Yang et coil., 1995).
Le protéasome associé au RE est enrichi au niveau du REL (réticulum endoplasmique
lisse) et du Cis-Golgi et ne se retrouve jamais dans la lumière du RE (Palmer et coll.,
1996). Dans le noyau, le protéasome se retrouve surtout associé à la chromatine
(Wéjcik et DeMartino, 2003).
Des études récentes ont montré que certains endroits dans la cellule sont
enrichis en protéasomes. Dans le cytoplasme, du protéasome actif a été retrouvé dans
$des préparations purifiées de centrosomes (Wigley et cou., 1999). Dans le noyau,
c’est dans les corps PMLs (Promyelocytic leukemia) que le protéasome semble
s’accumuler (Fabrumi et coil., 2001). Ces sites, enrichis en protéasome, semblent
jouer un rôle important dans la cellule à titre de centres protéolytiques permettant la
dégradation de protéines en peptides présentés par le CMH de classe I (Anton et cou.,
1999)
3.2. L’ïmmunoprotéasome.
L’imrnunoprotéasome est une version modifiée du protéasome dont les sous-
unités sont induites sous l’action de l’interféron-y (IFN-y) (Barton et coil., 2002).
Contrairement à son homologue non induit, il n’est pas nécessaire pour que la cellule
puisse présenter des peptides.
3.2.1 Structure de l’immunoprotéasome.
Sous l’action de l’IFN-y, les sous-unités f31, f32 et f35 sont remplacées par
LMP2 (Low molecular weight protein 2), MECL-1 (multicatalytic endopeptidase
complex-like 1) et LMP7 respectivement (Bochtler et cou., 1999). (Figure 3). Ces
sous-unités induites doivent rivaliser avec les sous-unités du protéasome constitutif
pour les remplacer au sein du protéasome 20S et former l’immunoprotéasome
(Schmidt et KloetzeL, 1997). Il semble que l’incorporation des sous-unités de
l’immunoprotéasome soit un phénomène coopératif En effet, il a été démontré que
l’incorporation de MECL-l nécessite la présence de LMP2 dans le préprotéasome.
De plus, la présence de la sous-unité LMP7 dans un préprotéasome contenant déjà
LMP2 et MECL-1 est essentielle à la maturation de ce dernier (Griffin et coll., 199$).
3.2.2. L’activité catalytique de l’immunoprotéasome.
Les peptides générés à la suite du clivage par l’immunoprotéasome diffèrent
en quantité et en qualité de ceux générés par le protéasome constitutif. Ceci fut
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certains épitopes étaient mieux présentés alors que d’autres l’étaient beaucoup moins
(Fehiing et cou., 1994, Van Kaer et cou., 1994). Une étude plus récente a identifié
deux motifs de clivage spécifiques à l’immunoprotéasome permettant d’expliquer la
différence entre les répertoires des peptides des cellules exprimant
l’immunoprotéasome et le protéasome (Toes et coll., 2001). En plus de modifier les
peptides présentés, l’induction de l’immunoprotéasome modifie le répertoire des
cellules T CD$+ répondant à un antigène. En effet, une étude a démontré que
l’épitope NP366374 (épitope provenant de la nucléoprotéine du virus de l’influenza) est
beaucoup moins immunogène dans une souris LMP2-/- non pas parce que l’épitope
n’est pas présenté, mais parce que le répertoire est modifié dans cette souris de sorte
que les cellules T CD8+ ne reconnaissent pas cet épitope (Chen et coll., 2001).
LMP2 et MECL-1 semblent responsables de la spécificité de l’activité
catalytique de l’irnmunoprotéasome. En effet, des immunoprotéasornes contenant la
sous-unité LMP7 dans une forme catalytiquement inactive, peuvent générer
efficacement des épitopes provenant de la protéine core du HBV (hepatitis B virus)
(Sijts et cou., 2000a). Cette étude, ainsi que d’autres, a permis de conclure que la
sous-unité LMP7 était nécessaire à la structure de l’immunoprotéasome et que son
rôle était probablement d’influencer l’activité catalytique de LMP2 et MECL-1
(Gileady et coll., 1999).
Plusieurs épitopes sont mieux présentés par l’immunoprotéasome que par le
protéasome constitutif (par exemple, H-Y, M15866 de l’influenza, NP7583 du LCMV)
(fehling et coll., 2001, Gileady et coll., 1999 et Schwarz et coli., 2000). Deux
mécanismes peuvent être responsables de ce fait. Dans un premier cas, il a été
montré pour certains épitopes, que le clivage de la protéine en C-terminal du peptide
était plus efficace en présence de l’immunoprotéasome (Sijts et coll., 2000a et Sijts et
coil., 2000b). De plus, des études en bio-informatique ont démontré que la spécificité
de l’immunoprotéasome pour le clivage en C-terminal de l’épitope est supérieure et
que les peptides générés ont une plus grande affinité pour TAP. (Kesmir et coll.,
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2003). Dans le deuxième mécanisme, certains épitopes sont dégradés par le clivage
par le protéasome et non par le clivage par l’immunoprotéasome. Ceci a été observé
dans le cas d’un épitope provenant de la protéine Ml de l’influenza (Gileady et coll.,
1999).
Outre le fait que plusieurs peptides soient mieux présentés par
l’immunoprotéasome que par le protéasome, il y a plusieurs arguments qui ont permis
de conclure que l’immunoprotéasome est une molécule plus efficace et mieux adaptée
pour générer des peptides. En effet, tes locus correspondants à LMP2 et LMP7 se
retrouvent dans la même région que les gènes du CMH et de TAP (Brown et coil.,
1991) et des études en bio-informatiques, ont suggéré que l’irnmunoprotéasome
aurait co-évolué avec les gènes du CMH pour optimiser la présentation des peptides
chez les vertébrés (Kesmir et colI., 2003). De plus, l’irnmunoprotéasome a une
activité trypsique et chymostrypsique supérieure et une activité peptidylglutamyl
peptide hydrolase diminuée. Considérant que les activités trypsiques et
chymostrypsiques libèrent des peptides ayant des extrémités C-terminales basiques
ou hydrophobes (Gaczenska et cou., 1994) et que ce type de ligand a une affinité plus
grande pour TAP que les peptides ayant une extrémité C-terminale, acide
(Androlewicz et Cresswell 1996), il est justifié d’affirmer que l’irnrnunoprotéasome
est mieux adapté pour générer des peptides présentés par le CMH de classe I.
Cependant, une étude récente a apporté un bémol à cette interprétation. Morel
et collaborateurs ont montré que certains épitopes étaient moins bien générés par
l’immunoprotéasome que par le protéasome. Ceci est vrai pour Melan-A, un peptide
dérivé d’un antigène de mélanome, pour RUT, une protéine du soi, ainsi que pour des
épitopes provenant de gplOO ou de la tyrosinase (Morel et coil., 2000). On s’entend
donc pour dire, pour le moment, que l’immunoprotéasome contribue à une plus forte
présentation de certains épitopes, mais pas tous.
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C 3.2.3. Localisation de l’immunoprotéasome.
L’immunoprotéasome se retrouve de façon constitutive dans la rate, les
ganglions et le thymus (Van den Eyne et Morel, 2001). Plus spécifiquement, les
cellules dendritiques sont les seules cellules connues qui l’expriment de façon
constitutive (Morel et coll., 2000).
Dans les cellules, l’immunoprotéasorne se localise aux mêmes endroits que le
protéasome constitutif Cependant, des études en immunofluorescence ont montré
que l’immunoprotéasome se retrouve enrichi à la membrane du réticulum
endoplasmique (Brook et coll., 2000).
3.3 Régulation de l’activité du protéasome
Le protéasome 20S peut agir de façon indépendante ou peut s’associer de
façon réversible avec des régulateurs
3.3.1. Le CAP 19S ou PA700
Le régulateur 19S se lie réversiblement aux deux extrémités du cylindre
composant le protéasome 20S pour former le protéasorne 26S. Il est composé de
deux composantes. La base est la composante qui lie le protéasome 20S. Elle
possède des unités ATPases qui auraient un rôle dans le dépliement de la protéine
ayant à être dégradée (Braun et coll., 1999) (Figure 3). Le régulateur 19S aurait aussi
comme rôle la reconnaissance des chaînes de polyubiquitine, ce qui permet le ciblage
de la protéine vers le protéasome 20S (Van den Eynde et Morel, 2001).
3.3.2. Le régulateur ilS ou PA28
Ce régulateur est un hétéropolymère formé de sous-unités Œ et de sous-unités
f3. L’expression de ces sous-unités est augmentée par l’IFN-y (Jiang et coll., 1997).
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Le régulateur PA28 se lie réversiblernent au protéasome 20S et en augmente son
activité catalytique en diminuant la concentration de substrat nécessaire au clivage
(Gray et cou., 1994, Chu-Ping et coU., 1992 et Dubiel et col!., 1992). Plus
spécifiquement, PA28 permettrait d’augmenter l’excision des peptides (Dick et cou.,
1996), car il a la capacité d’augmenter l’ouverture coordinée de la sous-unité 20S du
protéasome (Witby et cou., 2000)
Tout comme les sous-unités de l’immunoprotéasome inductibles par l’IFN-y,
la présence du régulateur PA28 n’est pas obligatoire pour la génération de peptides.
En effet, des souris PA28Œ -7- PA28f3-/- sont capables de présenter certains peptides
de Ï’ovalbumine et ont une réponse immunitaire normale suite à une infection par
l’influenza (Murata et coll., 2001). Alors que la présentation de certains épitopes ne
semble pas être influencée par la présence de PA28 (Schwarz et cou., 2000, Van Hall
et coll., 2000), plusieurs épitopes sont mieux présentés en sa présence. Mentionnons
entre autres des épitopes provenant de la protéine pp89 du cytomégalovirus murin, de
la nucléoprotéine de l’influenza (Groettrup et colI., 1996), du virus de la leucémie
murine (MuLV) (Van Hall et coll., 2000) et de la protéine TRP2 (tyrosinase-related
protein 2) (Sun et coll., 2002). De cette façon, la présence du régulateur PA28 peut
influencer 1 ‘immunopeptidome.
Considérant que ce régulateur est induit tout comme Ï’irnmunoprotéasome par
l’INF-y, il était primordial de déterminer si PA2$ peut avoir une influence sur
l’immunopeptidome de façon indépendante des sous-unités inductibles de
l’irnmunoprotéasome. Des études portant sur la présentation d’un épitope
immunodorninant du MuLV montrent, que la présentation de cet épitope est
augmentée si on augmente l’expression, soit des gènes PA28Œ et PA28!3, soit des
sous-unités inductibles de l’immunoprotéasome (Van Hall et col!., 2000). Ceci
démontre que PA28 peut augmenter la présentation de certains épitopes de façon
indépendante de 1’ immunoprotéasome.
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3.3.3. L’inhibiteur P131
Ce régulateur, compétitionne avec les régulateurs 19S et PA28 pour se lier au
protéasome 20S et a été identifié comme étant un inhibiteur du protéasome 20S in
vitro (McCutchen et coU., 2000, Zaiss et coil., 1999). Plus récemment, sa fonction
s’est spécifiée quand on a découvert qu’il n’avait pas une fonction d’inhibiteur
général du protéasome in vivo. Il interférerait plutôt dans la maturation de
l’immunoprotéasome et empêcherait la présentation de peptides immunoprotéasome
dépendants (Zaiss et coll., 2002). L’implication de cet inhibiteur au niveau de la
variation de l’immunopeptidome reste à définir.
3.3.4. Les inhibiteurs du protéasome
Il existe plusieurs substances chimiques qui sont utilisées pour inhiber le
protéasome. Ces composés sont utiles lors d’études in vitro ou in vivo. On peut les
classer en trois types. Dans un premier temps, il y a les peptides aldéhydes (comme
la LLL pour N-acetyl-L-Ïeucyl-L-leucyl-leucyÏ-L-norÏeucinaÏ) qui inhibent le
protéasome de façon réversible (Rock et coll., 1994). Cependant, cette classe
d’inhibiteur a aussi un effet sur les protéases à cystéine, ce qui complique
l’interprétation des résultats obtenus lorsqu’on les utilise (Hughes et coll., 1996).
Viennent ensuite les inhibiteurs irréversibles du protéasome. Ceux-ci se divisent en
deux classes comprenant les métabolites fongiques comme la lactacystine (Fenteany
et coll., 1995) et les peptides vinyle sulfone (Bogyo et coll., 1997). Ces derniers se
lient aux sous-unités 3 du protéasome 20S et ont donc une action beaucoup plus
spécifique.
3.4. Que deviennent les peptides générés par le protéasome dans le cvtosol?
Les peptides générés à la suite du clivage par le protéasome sont très
hétérogènes. Alors que certains épitopes sont générés dans leur forme finale, d’autres
possèdent des prolongements à leur extrémité N-terminale (Lucchiari-hartz et coll.,
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2000, Paz et cou., 1999). On peut estimer qu’il y a 70 % des peptides générés par le
protéasome qui sont trop courts pour être présentés par une molécule de CMH de
classe I, 15 ¾ qui ont la bonne longueur et 15 % qui sont trop longs (Kisselev et cou.,
1999).
La majorité de ces peptides se lient à des chaperones de type Hsp7O (Heat shock
protein 70) et Hsp9O (Paz et colI., 1999) et sont dégradés très rapidement par des
protéases cytosoliques avec un temps de demi-vie d’environ sept secondes (Reits et
coll., 2003). Cette dégradation rapide est en grande partie responsable de
l’inefficacité du mécanisme de présentation antigénique. En effet, il a été montré que
selon la nature de la protéine, il faut qu’entre 2000 et 10 000 protéines soient
dégradées pour qu’un seul peptide provenant de cette protéine soit présenté
(Princiotta et cou., 2003, Yewdell et colt., 2003).
Les peptides possédant des prolongements à leur extrémité N-terminale doivent
être clivés par des aminopeptidases cytosoliques pour qu’ils puissent atteindre la
longueur optimale leur permettant de se lier à une molécule du CMH de classe I. Les
aminopeptidases cytosoliques suivantes ont toutes démontré leur rôle dans la
présentation peptidique : la leucine aminopeptidase (LAP) (Beniga et cou., 199$),
l’aminopeptidase sensible à la puromycin (PSA) (Stoltze et coll., 2000), la
bléomycine hydrolase (BH) (Stoltze et cou., 2000) et la thimet oligopeptidase (TOP)
(York et coll., 2003).
Récemment, la tripeptidyl peptidase II (TPPII), une nouvelle aminopeptidase
cytosolique, a été identifiée. Considérant que la plupart des peptides générés par le
protéasome nécessitent l’action de TPPII pour être présentés, il a été déduit que cette
dernière jouerait son rôle préalablement aux autres aminopeptidases et s’attaquerait à
des substrats fraîchement clivés par le protéasome (Reits et coll., 2004). De plus, il a
été démontré que TPPII peut cliver des substrats par une activité endopeptidase pour
former des peptides, et ce, indépendamment du protéasome (Seifert et coll., 2003).
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Cette nouvelle protéase pourrait expliquer en partie la génération d’épitopes qui ne
dépendent pas de l’action du protéasome (Anton et coll., 199$).
3.5. L’importation des peptides cytosotigues dans le RE par le complexe TAP
Le complexe TAP est un hétérodimère composé des molécules TAPI et TAPIT
qui est confiné à la membrane du RE (Grommé et colI., 2002). Le principal rôle de
ce complexe, consiste en l’importation dans le RE des peptides générés, suite au
clivage par le protéasome et par les aminopeptidases. Cependant, le complexe TAP
n’importe pas n’importe quel peptide. Il possède une certaine spécificité en regard de
l’acide aminé en C-terminal du peptide (Yellen-Shaw et coll., 1997). Le complexe
TAP murin importe préférentiellement des peptides dont l’extrémité C-terminale est
hydrophobe (Schumacher et coll., 1996) alors que son homologue humain ne possède
pas ce type de préférence (Momburg et coli., 1994). En plus de posséder une
spécificité concernant la séquence du peptide à importer, le complexe TAP en
possède aussi une au niveau de la longueur du peptide. En effet, il préfère importer
des peptides variant entre 9 et 24 acides aminés (Androlewicz et coll., 1996).
Comme nous venons de le voir, le complexe TAP peut importer des peptides
beaucoup plus longs que ceux qui se lient aux molécules de CMH de classe I (entre $
et 11 acides aminés). Dans certains cas, il a même été montré que certains peptides
ont plus d’affinité pour TAP s’ils possèdent des prolongements à leur extrémité C
terminale. Ceci implique donc que le clivage par les aminopeptidases ne se termine
pas dans le cytosol et que certains peptides seront clivés dans le RE (Lauvau et coll.,
1999). L’aminopeptidase responsable de ce phénomène a été récemment identifiée.
Il s’agit de ERAP1 (ER-aminopeptidase T), une enzyme induite sous l’action de
1’INF-y et dont la surexpression, augmente la présentation antigénique (Saric et coll.,
2002, Serwold et coll., 2002).
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Il est à noter que l’importation de certains peptides semble se faire de façon
TAP-indépendante. Ce processus est très peu connu, mais il semble qu’il soit
fonction du degré d’hydrophobicité du peptide (Lautscham et cou., 2003).
Une fois qu’un peptide est importé dans le réticulum endoplasmique et clivé à
une longueur compatible avec le sillon des molécules de CMH de classe I, il peut
obéir à deux destins différents. S’il possède une assez bonne affinité pour une
molécule de CMH de classe I, il peut être chargé sur les hétérodirnères de CMH de
classe I par le complexe responsable du chargement des molécules de CMH de classe
I. Si le peptide ne peut se lier à une molécule de CMH de clase I, il est exporté dans
le cytosol par le transÏocon sec6lp (Koopman et cou., 2000).
4. La source des peptides présentés par le CMII de classe I
Nous venons de voir comment une protéine est dégradée en peptide et
comment ce dernier réussit à se lier sur une molécule de CMH de classe I. On peut
alors poser la question suivante : l’immunopeptidome découle de la dégradation de
quelles types de protéines ? Malgré le fait que la question reste complexe, notons que
les peptides présentés sur les molécules de CMH de classe I proviennent de la
dégradation de protéines endogènes et de protéines exogènes.
4.1 Les protéines endogènes comme source de peptides
Historiquement, on a d’abord démontré que la génération de peptides provenait du
“turnover” de protéines matures dans la cellule. En effet, des études ont établi une
corrélation entre le temps de demi-vie de certaines protéines et leur taux de
présentation (Grant et coll., 1995). De plus, certains peptides possèdent des
modifications postraductionnelles comme des glycosylations, des phosphorylations
ou des désamidations (Mosse et coll., 1998, Zarling et coll,, 2000) laissant suggérer
que ces peptides proviennent de protéines matures. Cependant, d’autres études,
utilisant des précurseurs dont les temps de demi-vie variaient de six à neuf fois, n’ont
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pas établi une corrélation entre le taux de dégradation d’une protéine et la quantité de
peptides qu’elle génère (Goth et coil., 1996). Le débat quant à la source des peptides
antigéniques restait donc ouvert.
Il fallut attendre en 2000 pour obtenir une explication satisfaisante. Celle-ci
allait provenir d’expériences très audacieuses venant de deux équipes indépendantes.
4.1.1. Les protéines nouvellement synthétisées comme source de peptides.
L’équipe de Reits a montré, par une nouvelle approche, que les peptides
avaient comme source majoritaire des protéines nouvellement synthétisées. Pour ce
faire, ils ont étudié la mobilité de TAP dans les cellules vivantes par FRAP. TAP est
mobile lorsqu’il est inactif et sa mobilité diminue lorsqu’il transloque dans le RE des
peptides. Suite à l’ajout de cycloheximide (une drogue qui bloque la synthèse
protéique), ils ont remarqué que la mobilité de TAP augmente après 25 minutes dans
des cellules normales et après 40 minutes dans des cellules infectées par le virus de
l’influenza. Cette augmentation de la mobilité suggère qu’il n’y a plus de peptide à
transloquer dû à l’arrêt de la traduction et donc, que les peptides présentés
proviennent de protéines nouvellement synthétisées (Reits et coll., 2000).
Ce résultat fut corroboré par une méthode complètement différente. Les
auteurs sont partis de la prémisse que si ce sont les protéines nouvellement
synthétisées qui sont la source des peptides antigéniques, l’action d’un inhibiteur de
protéasome fera en sorte que ces protéines s’accumuleront rapidement. Pour
démontrer leur hypothèse, ils ont pulsé des cellules avec de la [35S]méthionine et
ensuite traité ou non ces cellules avec un inhibiteur de protéasome. ils ont mesuré la
quantité de radioactivité avant et après le traitement et ont remarqué que rapidement
après l’ajout de l’inhibiteur, ils observaient une augmentation de la radioactivité dans
la région des protéines de haut poids moléculaire. De plus, ces protéines sont
majoritairement ubiquitinées (Schubert et coil., 2000). De cette façon, ils ont calculé
que 30 % des protéines nouvellement synthétisées étaient dégradées dans les 10
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minutes suivant leur traduction. Ils ont défini cette fraction de protéines par le terme
DRIPs (Defective ribosomal products) (voir plus loin)
Il est à noter que ces deux expériences ne nient pas que certains peptides
proviennent de la dégradation de protéines matures. Par contre, elles s’interrogent sur
la signification de ce mécanisme en démontrant que la plupart des peptides
proviennent de la dégradation de protéines nouvellement synthétisées. On peut alors
se demander quelle est la nature de ces protéines et pourquoi elles sont dégradées si
rapidement.
4.1.2. L’hypothèse des DRIPs
Il est hautement improbable que cette fraction de protéines nouvellement
synthétisée et dégradée rapidement soit des protéines à demi-vie courte, car
l’immunopeptidorne n’est pas biaisé en faveur de ce type de proteines (Yewdell et
coil., 2001). De plus, des protéines à demi-vie longue peuvent être la source de
peptides. Il a été montré que deux jours après l’arrêt de la synthèse de la
nucléoprotéine du virus de chorioméningite lymphocytaire, il n’y a plus aucune
présentation de son l’épitope NP118. Considérant que le temps de demi-vie de cette
protéine est plus grand que trois jours, ceci démontre que la présentation de cet
épitope dérive d’un pool de protéines nouvellement synthétisées plutôt que de celui
contenant la protéine ayant une longue demi-vie (Khan et coll., 2001).
Quelle est donc la nature de ces protéines? La réponse nous vient d’une
hypothèse générée par Yewdell en 1996, précisant que les peptides proviendraient
essentiellement de DRIPs. Cette hypothèse a comme prémisse que la traduction des
protéines est un processus imparfait et que des erreurs peuvent survenir. Un DRIP est
donc une protéine dégradée rapidement après sa synthèse (demi-vie d’environ 10
minutes), car elle ne peut atteindre une conformation stable. Ceci peut être dû à des
erreurs dans la traduction (délétion, addition de résidus, terminaison précoce, etc.),
des erreurs de transcription qui résultent en une mauvaise traduction, d’un mauvais
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appariement avec des partenaires d’interaction (cas des protéines faisant parties de
complexes), d’un mauvais ciblage aux organelles ou simplement, parce que son
repliement est inefficace ou très difficile (Yewdell et coll., 1996, Yewdell et cou.,
2001, Yewdell et cou., 2003). Les protéines ayant plusieurs domaines
transmembranaires, plusieurs partenaires d’interaction ou étant très hydrophobes sont
donc de bonnes candidates pour former des DRIPs. On estime que 30 % des
protéines nouvellement synthétisées sont des DRIPs (Schubert et col!., 2000,
Princiotta et cou., 2002).
L’hypothèse des DRIPs stipule que l’on peut mesurer pour chaque protéine
deux temps de demi-vie : un se mesure au début de sa synthèse (et correspond à son
taux de formation de DRIPs) et l’autre correspond à son turnover normal. C’est le
premier temps de demi-vie qui est responsable de la génération des peptides (f igure
4). Il est possible de reconnaître les DRIPs par certaines de leurs propriétés
biochimiques telles que leur résistance à l’extraction par des détergents doux comme
Triton X-100 ainsi que leur insolubilité (Yewdell et coll., 2001). Ccci est peu
surprenant considérant que les DRIPs sont essentiellement des protéines mal repliées.
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Figure 4. L’hypothèse des DRIPs. Tiré de Yewdell et cou., 2003. Les protéines
sont traduites sur les ribosomes. Les protéines nouvellement synthétisées sont
souvent stabilisées par les Hsp pour aider leur repliement et prévenir leur agrégation.
Cependant, il existe une fraction de protéines nouvellement synthétisées qui est
défectueuse (DRIPs) due à un défaut dans la traduction. Ces protéines sont ciblées
pour être dégradées rapidement par le protéasome et sont la source de nombreux
peptides présentés par la molécule de CMH de classe I.
Pour appuyer l’hypothèse des DRIPs, notons qu’il existe plusieurs exemples
de protéines dont la traduction ne semble pas efficace et dont les produits sont
dégradés par le protéasome. Pour en citer que quelques-uns mentionnons la protéine
Gag du HIV-l (Schubert et coll., 2000), le récepteur de la thyrotrophine ($iffroi
Rapid
t
Proteasome
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Femandez et coll., 2002), le récepteur -opioïde couplé à une étiquette (Petaja-Repo
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et coll., 2001), CFTR (cystic fibrosis conductance regulator) (Ward et cou., 1995)
ainsi que certains prions (Yedidia. et coll. 2001).
Il est intéressant de constater que des DRIPs ont été observés dans les cellules
dendritiques qui sont des cellules présentatrices d’antigène professionnelles (CPA).
En effet, durant la maturation des cellules dendritiques lors d’un stimulus
inflammatoire, des structures cytosoliques apparaissent de façon transitoire. Ces
structures ont été identifiées comme étant des DALIS (Dendritic cell aggresome-like
induced structure) (Lelouard et cou., 2002). Cette équipe a aussi montré que les
DALIS contiennent en fait des DRIPs ubiquitinés et qu’il y a recrutement de El
(ubiquitin-conjugating enzyme) et de E2 (ubiquitin-caffier protein) dans cette
structure (Lelouard et coll., 2004). Ceci laisse suggérer que les cellules dendritiques
peuvent réguler la dégradation des DRIPs et ceci a probablement un rôle important
dans la fonction immune.
Finalement, l’hypothèse des DRIPs permet à l’heure actuelle d’expliquer
plusieurs observations. Entre autres, elle permet d’expliquer comment une cellule en
culture infectée par un virus peut être reconnue par des cellules T CD8+ en moins de
60 minutes alors que le temps de demi-vie des protéines virales est souvent très long.
Elle permet aussi d’expliquer comment une protéine qui est sécrétée (comme
l’ovalbumine) peut générer des peptides antigéniques.
4.1.3. Les régions cryptiques des protéines comme source de peptides
Il est de plus en plus évident que certains peptides antigéniques proviennent
de régions de protéines qui ne correspondent pas à un cadre de lecture normalement
traduit (ORF ou Open reading frame). Plusieurs exemples de peptides de ce type,
engendrant une réponse immune ont été décrits lors d’infections virales ou de
cancers. Ces peptides peuvent provenir des régions ciyptiques suivantes: les régions
non traduites en 5’ (Uenaka et coll., 1994), un intron ou la frontière intron-exon d’un
C
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gène (Guilloux et cou., 1996), une région en 3’ d’un codon stop d’un gène (Fetten et
cou., 1991) ou d’un cadre de lecture alternatif (Shichijo et coli., 1998).
Ces peptides sont dits de provenances ciyptiques, car on ne connaît pas le
mécanisme par lequel ils sont traduits. Plusieurs mécanismes possibles sont
proposés. Les hypothèses les plus probables incluent la transcription autonome de
ces courtes régions et leur traduction utilisant une nouvelle ARN polymérase, la
traduction d’ARN dont l’épissage ne se fait pas de façon normale ou la traduction non
conventionnelle de l’ARN par le ribosome (Shastri et coll., 2002).
On croit que l’utilité des peptides provenant de régions cryptiques dans la
composition de l’immunopeptidome vient principalement du fait qu’ils peuvent
démontrer des altérations dans la santé cellulaire qui ne pourraient pas
nécessairement ressortir autrement. La présentation d’épitopes ciyptiques aurait donc
un rôle important à jouer dans la surveillance immunitaire (Shastri et colI., 2002).
4.2. Les protéines exogènes comme source de peptides.
Les protéines exogènes sont aussi une source de peptides pour la présentation
par le CMH de classe I. Seules les CPAs comme les macrophages et les cellules
dendritiques ont la capacité de présenter des peptides provenant de protéines
exogènes (Trombetta et Meilman, 2005). Ce phénomène est nécessaire à la
présentation d’épitopes dérivants de virus n’infectant pas la CPA ou de cellules
tumorales. Les CPAs peuvent alors phagocyter ces cellules et en présenter les
épitopes par un phénomène appelé la présentation croisée.
Il existe deux voies connues à la présentation croisée (Figure 5) que nous
décrirons brièvement. Dans un premier temps, il y a la voie vacuolaire où les
protéines phagocytées se retrouvent dans le phagosome et sont dégradées par les
protéases lysosomiales en peptides. Ensuite, ces peptides se lient sur les molécules
de CMH de classe I. Les peptides générés dans le phagolysosome compétitionnent
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avec des peptides déjà liés au CMH de classe I et peuvent prendre leur place. Ils sont
ensuite dirigés vers la membrane plasmique (Ackerman et cou., 2004, Trombettta et
cou., 2005). Cette voie est indépendante de TAP (Bachmann et cou., 1995) et est
sensible à des inhibiteurs de protéolyse lysosomiale (Ackerman et cou., 2004).
La deuxième voie est dépendante de TAP et de l’activité du protéasome. Dans
ce mécanisme, les protéines phagocytées sont exportées dans le cytosol où elles sont
dégradées par le protéasome et ensuite réimportées par TAP dans le RE. Ensuite, les
peptides sont chargés sur des molécules de CMH de classe I et exportés à la surface
cellulaire. Jusqu’à récemment, on ne comprenait pas comment les protéines dans les
phagosomes pouvaient se retrouver dans le cytoplasme. Une partie de la réponse est
survenue, à la suite d’une étude de Gagnon et collaborateurs. Cette étude a démontré
chez le macrophage, que les membranes du RE peuvent se fusionner avec la
membrane plasmique lors de la phagocytose. Ces dernières serviraient de source de
membrane pour la formation du phagosome (Gagnon et coil., 2002). De plus, par
une approche protéomique, ils ont montré que le phagosome contient plusieurs
protéines du RE. Plusieurs études subséquentes ont ensuite suggérées, que les
protéines dans le phagosome étaient rétrotransloquées dans le cytosol et ensuite
réimportées par TAP dans ce même phagosome par la même machinerie responsable
de cette activité dans le RE. Ceci fait du phagosorne une organelle spécialisée dans la
présentation croisée (Ackerman et cou., 2003, Desjardins et cou., 2003, Guermonprez
et coll., 2003 et Houde et coIl., 2003).
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Figure 5. Il existe deux voies de présentation croisée. Tiré de Rock, 2003. Les
antigènes sont internalisés dans le phagosorne. Durant ce processus, la membrane du
phagosome fusionne avec le RE et acquiert des protéines du RE impliquées dans la
présentation antigénique (TAP, tapasine, CMH I) ainsi que le complexe du translocon
sec6l. Pour les antigènes empruntant la voie phagosome-au-cytosol. les antigènes
sont rétrotransioqués du phagosome au cytoplasme probablement par le translocon,
sont ubiquitinés et dégradés par le protéasome. Les peptides générés sont réimportés
dans le phagosome par TAP. Dans la voie vacuolaire, l’antigène intemalisé est
dégradé en peptide par les protéases dans le phagosome. Les peptides générés sont
ensuite chargés sur les molécules de CMH de classe I. Dans les deux cas, les
complexes CMH Tlpeptides sont exportés à la surface cellulaire.
5. Les facteurs influençant la présentation antigénigue
Comme nous l’avons vu, la présentation des peptides par la voie classique est
Vacuolar pathway I Phagosome-to-cytosol pathway
un processus complexe qui comporte plusieurs étapes clés susceptibles de devenir
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limitantes. Nous résumerons ici, les principaux facteurs qui peuvent influencer le taux
de présentation d’un antigène.
Dans un premier temps, il est à noter que la nature et l’efficacité des peptides
présentés dépend grandement de la nature de la cellule présentatrice d’antigène et de
l’état inflammatoire de la cellule (qui influence entre autres la présence ou non de
l’IFN-y dans l’environnement cellulaire) (Trombetta et Meilman, 2005).
Dans un deuxième temps, la nature des acides aminés adjacents au site de
clivage par le protéasome influence grandement la présentation antigénique
(Niedermann et cou., 1995). Il en est de même pour l’affinité des peptides pour TAP.
En effet, certaines études ont laissé suggérer que plus un peptide a une grande affinité
pour TAP, plus sa présentation est efficace (Fruci et colI., 2003).
Troisièmement, selon l’hypothèse des DRIPs, plus une protéine est abondante
dans la cellule et plus son potentiel de faire des DRJPs est élevé, plus sa présentation
sera efficace (Yewdell et coll., 2003).
Finalement, certaines études semblent suggérer que la localisation de la
protéine source est un facteur déterminant de l’efficacité de présentation antigénique.
Le MTOC (Microtubule organisation center) et le POD (Promyelocytic leukemia
oncogenic domain) semblent des sites préférentiels de génération de peptides
probablement parce qu’ils sont enrichis en protéasorne (Wojcik et cou., 2003). En
effet, il a été montré qu’une forme mutée de la nucléoprotéine du virus de l’influenza,
qui s’accumule au PODs et au MTOC, était présentée plus efficacement que la
protéine native (Anton et coll., 1999a). Dans la même veine, la présentation des
protéines E7 du HPV-16 (Human papillomavirus type 16) couplées à la y-tubuline
(un marqueur du MTOC) (Hung et coll., 2003) et de Nef du HIV-l (Hurnan
immunodeficiency virus-1), qui se localise au MTOC (Lacaille et coll., 2000), est
augmentée
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Certaines protéines sources de peptides qui sont redirigées dans le réticulum
endoplasmique de façon artificielle voient aussi leur présentation augmentée. C’est
en effet le cas pour la protéine MelanAMAlT (Rimoldi et cou., 2001).
6. La protéine STT3B comme modèle pour étudier la présentation
antigénig ue.
6.1. PourQuoi STT3B plutôt Qu’une autre protéine?
Comme nous venons de le voir, les facteurs influençant l’efficacité de la
génération de l’immunopeptidome sont fort complexes. De plus, la nature de ce
dernier peut varier selon de la présence d’INf-y. Maintenant, est-il possible que la
composition de I’immunopeptidome soit biaisée et présente préférentiellement des
peptides provenant d’un certain type de protéines? Il semblerait que oui. En effet,
des études en bio-informatique à large échelle ont suggéré que d’une façon générale,
les peptides provenant de protéines se liant à l’ARN sont plus représentés dans
l’immunopeptidome (Hickman et coil., 2004). De plus, des huit peptides connus
provenant de protéines codées par le chromosome Y, six proviennent de deux seules
protéines : Uty et Smcy (Simpson et coli., 1997, Roopenian et coli., 2002).
On peut alors se demander pourquoi certaines protéines sont plus représentées
que d’autres au sein de l’immunopeptidome. Comme nous nous intéressons
grandement à cette question, nous avons décidé d’étudier les mécanismes de
génération de peptides de STT3B. Cette protéine est la source d’un antigène mineur
d’histocompatibilité: H7’ aussi nommé 36dmn1 (KAPDNRETL). Le peptide H7a est
exprimé à une fréquence de 1000 copies par cellules chez les souris C57BL/6 et que
cette fréquence augmente à 100 000 copies par cellule lorsque les splénocytes sont
stimulés (Pion et cou., 1997), ce qui en fait l’antigène mineur d’histocompatibilité
connu ayant la plus grande densité à la surface cellulaire. Considérant que certains
peptides comme H-Y (Pion et coll., 1999), H4 (Luedtke et coll., 2003), H60
27
(Malarkannan et cou., 2000), H28 (Malarkannan et cou., 2000) et H13 (Mendoza et
cou., 1997) sont présentés à une fréquence variant de 6 à 200 copies/cellules, on peut
supposer que la composition de l’immunopeptidome est biaisée en faveur du peptide
H7a provenant de STT3B.
Il est à noter que STT3B est aussi la source de deux autres peptides présentés
en grande quantité chez l’humain et la souris: le peptide DERVFVALY présenté par
HLAB* 1801 (Hickman et cou., 2004) ainsi que le peptide NLYDKAGKV présenté
par HLA-A2 (Perreault, résultats non publiés). La localisation de ces peptides dans la
protéine STT3B est illustrée à la figure 1 de l’article.
6.2. STT3B est une protéine composant le complexe oligosaccharyltransferase
(OST).
Historiquement, la protéine STT3B fut originalement nommée SIMP (source
of immunodominant MHC-associated peptide) et a été identifiée comme étant la
protéine source du peptide H7a de séquence KAPDNRETL localisé sur le locus H7
chez la souris (Eden et coll., 1999, McBride et coll., 2002). À ce moment, il devenait
essentiel de caractériser cette protéine puisque ce peptide avait montré ses preuves
comme cible pour l’immunothérapie du cancer (Fontaine et coll., 2001). SIMP
murin a alors été identifié comme étant un homologue de la protéine Stt3p de la
levure et il possède 53 % d’identité avec cette dernière (McBride et coll., 2002,
Yoshida et cou., 1995). Chez les eucaryotes, en plus de SIMP, il existe un autre
homologue de Stt3p : Itml (Integral membrame protein 1) (Hong et coll., 1996).
Chez l’humain, il y a environ 60% d’identité entre SIMP et Itml (McBride et cou.,
2002). Maintenant, de par leur homologie avec Stt3p de levure, SIMP et Itml, sont
nommé STT3B et STT3A respectivement (Kelleher et coll., 2003).
Stt3p fait partie du complexe OST qui est responsable de la N-glycosylation
co-traductionnelle des protéines dans le RE. Plus spécifiquement, il catalyse le
transfert en bloc d’un oligosaccharide composé de GIc3MangGlcNac2 sur le
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groupement amido d’une asparagine faisant partie de la séquence —Ans-X-Ser/Thr
où X n’est pas une proline (Yan et cou., 1999). Ce complexe est composé de 9 sous-
unités assez bien caractérisées chez la levure (Knauer et Lehie, 1999) et huit sous-
unités connues chez le mammifère (Figure 6). Stt3p est une protéine résidente du RE
possédant douze domaines transmembranaires et est le composant du complexe de
l’OST le plus conservé dans l’évolution (Knauer et Lehie, 1999, Zufferey et coll.,
1995) ayant même un homologue chez la bactérie CampyÏobacterjejeuni (Wacker et
cou., 2002). Il constituerait la sous-unité catalytique de l’OST contenant le site actif
de l’enzyme permettant le transfert de l’oligosaccharide sur la protéine (Yoshida et
coll., 1995.).
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Figure 6. Le complexe oligosaccharyltransférase de la levure. Tiré de Yan et
coll., 2002. Il est composé de neuf sous-unités chez la levure regroupées en trois
sous-complexes. La sous-unité $tt3p est la sous-unité contenant le site catalytique de
l’enzyme.
Les homologues eucaryotes de stt3p, STT3A et STT3B, font aussi partie du
complexe OST (Kelleher et coll., 2003) et constituent tout autant le site actif du
complexe (Nilsson et cou., 2003). Pourquoi alors aurait-il deux homologues de Stt3p
chez le mammifère? Une réponse partielle venant de deux études semble indiquer
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que ces deux homologues auraient des rôles différents dans la cellule. En effet, il a
été démontré qu’en plus de leur distribution tissulaire différente, les complexes OST
contenant STT3B sont plus actifs et ont une spécificité moins élevée concernant la
composition des différents sucres de leur oligosaccharide donneur que les complexes
OST contenant STT3A (Kelleher et coil., 2003). Cette différence pourrait expliquer
pourquoi l’on observe un motif de glycosylation qui diffère pour une même protéine
dans des tissus différents. De plus, une étude suggère que seul STT3A aurait un rôle
dans le contrôle du UPR (Unfolding protein response) induit par le stress osmotique
chez Arabidopsis thatiana (Koiwa et coll., 2003).
7. L’ERAD (Endoptasmic reticulum-associated degradation) est un
mécanisme permettant la dégradation des protéines du RE
La dégradation des protéines membranaires (comme STT3B, qui est l’objet de
notre étude) ou luminales du RE est confrontée à un problème de localisation. En
effet, considérant que le protéasome se retrouve dans le cytoplasme et ne se retrouve
pas dans la lumière du RE (Wôjcik et Demartino, 2003), ces protéines doivent donc
“sortir du RE” pour être dégradées. Le mécanisme permettant la rétrotranslocation
et la dégradation des protéines du RE se nomme l’ERAD (Endoplasmic reticulum
associated degradation).
L’ERAD est un mécanisme permettant, la dégradation de substrats qui sont
soit natifs et ont une demi-vie courte, soit mal repliés et doivent être ciblés pour être
dégradés par le système de contrôle de la qualité du RE (Jarosch et cou., 2002a).
Malgré le fait qu’elle a été étudiée pour plusieurs protéines mutées, plusieurs
protéines sauvages empruntent aussi cette voie de dégradation incluant CFTR (Ward
et coll., 1995), HMG CoA réductase (Hampton et coll., 2002), le récepteur ô-opioïde
(Petaja-Repo, 2001) et le CMH de classe I (Shamu et cou., 1999). Ce mécanisme se
fait en quatre étapes que nous décrierons brièvement la reconnaissance du substrat,
le transport à travers la membrane du RE, le relâchement de la protéine dans le
cytosol et la dégradation des protéines dans le cytosol. (f igure 7)
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Figure 7. L’ERAD est un mécanisme en quatre étapes. Tiré de Tsai et cou.,
2002. Les protéines mal repliées sont reconnues et dénaturées dans le réticulum
endoplasmique par des chaperones et sont ciblées pour la rétrotranslocation (étape 1).
Ensuite, les protéines traversent la membrane du RE où elles sont ubiquitinés du
moment qu’elles deviennent accessibles au cytosol (étape 2). Dans un troisième
temps, les protéines ubiquitinées sont disloquées de la membrane du RE et relâchées
dans le cytosol (étape 3). finalement, les protéines sont dégradées par le protéasome
dans le cytosol (étape 4).
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7.1. La reconnaissance du substrat.
Le système de contrôle de la qualité des protéines dans le RE est responsable
du bon repliement des protéines suite à leur synthèse. Les protéines incapables
d’atteindre leur forme native sont alors retenues dans le RE et dégradées par l’ERAD
pour les empêcher de rejoindre la voie de sécrétion. On peut alors se demander
comment ce système fait pour reconnaître les protéines mal repliées que l’on doit
dégrader des intermédiaires de repliement. La réponse à cette question reste
incomplète, mais quelques études nous renseignent un peu.
D’une façon générale, on pense que les protéines exposant des parties
hydrophobes durant une trop longue période de temps (indice qu’elles n’ont pas
atteint leur conformation native) sont reconnues par des chaperones luminales du RE
et ciblées pour l’ERAD (Tsai et coll., 2002). On a montré, à tout le moins pour les
protéines solubles, que les chaperones responsables de cette action sont BIP (Heavy
chain binding protein) et PDI (Protein disuffide isomerase). En effet, l’homologue de
PDI serait nécessaire à la dégradation du pro-a-factor chez la levure (Gillece et coli.,
1999) et il aurait un rôle dans le dépliement de la protéine (Trombetta et cou., 2003).
Tant à BIP, il aurait comme principal rôle de maintenir les protéines à dégrader sous
forme soluble, évitant ainsi leur agrégation (Nishikawa et coll., 2001). En ce qui
concerne les protéines membranaires, une étude a suggéré que la calnexine
reconnaîtrait les domaines membranaires mal repliés et promouvrait la rétention de
ces protéines dans le RE (Swanton et cou., 2003).
Les glycoprotéines représentent des cas particuliers. En effet, ces dernières,
auxquelles un oligosaccharide Glc3Man9GlcNac2 est ajouté, sont repliées
majoritairement par le cycle calnexine-calréticuline (Trombetta et coÏl., 2003). Si les
protéines passent beaucoup de temps dans ce cycle (car elles n’ont pas leur
conformation native), elles sont la cible d’une mannosidase à action lente. Les
gÏycoprotéines dont les oÏigosaccharides contiennent huit mannoses sont alors
n
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reconnues par la protéine EDEM tER degradation-enhancing a-mannosidase-like
protein) (Molinari et cou.., 2003, Oda et coli., 2003), qui elle, cible la protéine pour la
dégradation par l’ERAD (Figure 8). Récemment, on a trouvé chez la levure et le
manmiifère d’autres homologues d’EDEM qui auraient une fonction similaire
(Bushhom et cou., 2004, Olivari et coll., 2004). L’étape limitante du processus serait
le clivage de l’oligossaccahride par la mannosidase (Jakob et cou., 2002), suggérant
que le temps nécessaire pour le repliement de la protéine constituerait le signal pour
sa dégradation par l’ERAD. Cependant, d’autres facteurs sont probablement
impliqués puisque certaines glycoprotéines sont dégradées par l’ERAD très
rapidement, avant une action possible de la mannosidase (Trombetta et coli., 2003).
Gc M’ DN
(_
Degtedion
o
sature Reviews I Molocular Cd BioIo9y
Figure 8. EDEM reconnaît les glycoprotéines mal repliées et les cible pour la
dégradation par la voie de l’ERAD. Modifié de Tsai et coll., 2002. Les
glycoprotéines (ayant un oligosaccharide de forme Glc3Man9GlcNac2) atteignent leur
forme native dans le réticulum endoplasmique, car elles subissent un contrôle de la
qualité (fait par la cainexine et la calréticuline) par un cycle de glucosylation
déglucosylation réalisé par la l’UDP-glucose glycosyltranférase et la glucosidase II.
Lorsque le repliement de la glycoprotéine est inefficace, la glycoprotéine subit
l’action d’une maimosidase à action lente enlevant un mannose sur l’oligosaccharide.
Les glycoprotéines contenant un oligosaccharide à huit mannoses sont reconnues par
EDEM, une lectine qui cible cette protéine pour la dégradation par l’ERAD.
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7.2. Le transport à travers la membrane du RE
Le mécanisme par lequel les protéines traversent la membrane du RE est
depuis longtemps une question sans réponses chez les biologistes cellulaires.
L’hypothèse la plus simple serait que les protéines empruntent le même canal pour
entrer au RE que pour en sortir. On parle bien sûr ici, du complexe sec6lp ou
complexe du translocon. En effet, la dégradation par l’ERAD de plusieurs protéines
semble dépendre du complexe sec6lp. Mentionnons, entre autres, CFTR (Bebok et
coll., 199$), le récepteur -opioïde (Petaja-Repo et coÏl., 2001) et le peptide f3-
amyloïde (Schmitz et coll., 2004). Cependant, à part le fait qu’il n’existe aucune
preuve directe de l’implication de sec6lp dans la rétrotransiocation, d’autres
évidences suggèrent que ce complexe n’aurait peut-être pas un rôle à jouer dans le
processus. En effet, certaines protéines sont rétrotransloquées et dégradées de façon
indépendante de Sec6lp (Walter et coll., 2001, Hampton et coll., 2002) et il a été
montré, que certaines protéines peuvent être rétrotransloquées dans leur forme native
(Tirosh et coli., 2003). Considérant que le pore du translocon à un diamètre
d’environ 50À (Johnson et van Waes, 1999) ne permettant pas le passage d’une
protéine native, on peut penser qu’à moins que le pore ne modifie sa structure, les
protéines natives sont rétrotransioquées par un autre type de canal.
Récemment, une protéine contenant plusieurs domaines transmembranaires du
RE, la derlin-1, a été montrée comme essentielle à la rétrotranslocation de certaines
protéines (Lillley et Ploehg, 2004, Ye et coll., 2004). De par la nature
transmembranaire de cette protéine, et considérant qu’elle recrute p97 (une protéine
impliquée dans le relâchement des substrats de l’ERAD dans le cytosol, voir plus
loin), il a été proposé que la derlin-1 puisse agir comme canal de rétrotranslocation
(Ye et coll., 2004). Comme nous venons de le voir, le passage des protéines à travers
la membrane du RE lors de la rétrotranslocation reste en grande partie une question
ouverte.
34
7.3. Le relâchement de la protéine dans le cytosol.
Une fois à la face cytosolique du RE, les substrats de 1’ERAD doivent se
disloquer de la membrane pour se retrouver dans le cytosol. Il y a trois sources de
protéines responsables de ce mécanisme et elles ne sont pas mutuellement exclusives.
Dans un premier temps, il a été montré, que les chaperones cytosoliques
comme Hsp7O et Hsp9O seraient nécessaires à la dégradation des protéines par
l’ERAD chez la levure, puisqu’elles permettraient de garder les substrats sous une
forme soluble pour le protéasome (Zhang et cou., 2001).
Dans un deuxième temps, l’ubiquitination des protéines semble un facteur
critique à leur dislocation. En effet, il a été montré que si on enlève l’ubiquitine du
cytosol des cellules, soit à l’aide d’un mutant thermosensible ou biochimiquement, la
dislocation des protéines est inhibée. Ceci a été démontré pour le CMH de classe I
(Shamu et coll., 2001) ainsi que pour le domaine luminal de la ribophorine (de
Virgilio et coll., 1998). De plus, seule la polyubiquitination est efficace à la
dislocation et non la monoubiquitination (Jarosh et coli., 2002b). Il existe au moins
trois E2 (Ubclp, Ubc6p et Ubc7p) et deux E3 ubiquitine-ligase (Hrdlp et Hrd3p)
spécifique à la dégradation des substrats de l’ERAD, laissant présager un rôle
important de l’ubiquitine dans le processus (Bays et coll., 2000, Jarosh et coll.,
2002a, Tsai et cou., 2002).
Cependant, l’ubiquitination seule des protéines n’est pas suffisante pour
disloquer les protéines de la membrane du RE (Tsai et coll., 2002). Récemment, il a
été démontré qu’une protéine faisant partie de la famille AAA des ATPases nommée
Cdc48 chez la levure et p97 chez les mammifères aurait un rôle clé dans la
dislocation des protéines de la membrane du RE (Elkabetz et coll., 2004, Jarosli et
coll., 2002b, Rabinovich et coll., 2002, Ye et coll.. 2001). Cette ATPase
fonctionnerait avec deux cofacteurs, Ufdl et Np14 (Ye et coll., 2001). (figure 9).
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Considérant que Cdc48/p97 a la capacité de lier à la fois le protéasome et les
protéines polyubiquitinées (Jarosch, 2002a), deux rôles possibles ont été proposés
pour ce complexe. Dans un premier temps, par hydrolyse de 1’ATP, il pourrait
constituer la force motrice permettant la dislocation (Ye et coll., 2003).
Deuxièmement, il pourrait avoir un rôle de “ségrégase”, c’est-à-dire qu’il aurait la
capacité de dissocier une protéine polyubiquitinée de ses autres partenaires
d’interaction et irait livrer cette protéine au protéasome (Braun.et coll., 2002). Les
deux possibilités restent à évaluer.
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Figure 9. L’extraction des protéines de la membrane du RE par le complexe
Cdc4$/Ufdl/Np14. Modifié de Tsai et coll., 2002. Le complexe AAA ATPase
Cdc4$ (en mauve) et ses partenaires Ufdl et Npl4 (en bleu et jaune) sont
responsables de l’extraction des protéines de la membrane du RE au cytosol. Le
complexe est probablement retenu à la membrane du RE par la Derlin-1 (Ye et coil.,
2004).
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7.4. La dégradation des protéines dans le cytosol
Une fois le substrat disloqué, il est dégradé par le protéasome dans le cytosol
comme n’importe quel autre substrat. Dans le cas des glycoprotéines cependant, ils
subissent l’action d’une N-glycanase cytosolique permettant d’enlever les
oligosaccahrides. Ceci permet à la protéine d’être dégradée par le protéasome
(Suzuki et coll., 2002).
7.5. Est-ce que l’fRAD est cloisonné dans le réticulum endoplasmique?
Cette question s’est posée suite à l’observation que plusieurs substrats de
l’ERAD nécessitaient un trafic entre le réticulum endoplasmique et le cis-Golgi pour
être dégradés efficacement. Une étude par le groupe de Vashist et collaborateurs
suggère que la nécessité du trafic entre le RE et le cis-Golgi dépend de la localisation
du domaine mal replié dans la protéine. En effet, si ce dernier se trouve dans la
lumière du RE, le transport entre les deux organelles est nécessaire, tandis que ceci
n’est pas le cas, si le domaine défectif est dans le cytosol (Vashist et coIl., 2004).
Il est à noter que le mécanisme de l’ERAD en quatre étapes expliqué ici est
très général et ne s’applique pas à toutes les protéines. Par exemple, il a été démontré
que les protéines membranaires et luminales du RE, n’employaient pas les mêmes
ubiquitines-ligases et chaperones cytosoliques pour leur dégradation chez la levure
(Huyer et coll., 2004). Ceci laisse présager que l’ERAD est un mécanisme plus
complexe que ce qui a été décrit ici.
o
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INTÉRÊTS SCIENTIFIQUES
Comme nous l’avons vu, STT3B est la protéine source d’un très grand
nombre de peptides (Pion et cou., 1997). Au moment d’entreprendre ce projet,
aucune information n’était disponible pouvant expliquer pourquoi
l’immunopeptidorne était biaisé en faveur de STT3B. De plus, bien que l’étude des
facteurs pouvant influencer la présentation antigénique émerge de plus en plus, elle
est encore très fragmentaire.
Pour ces raisons, l’intérêt d’étudier les mécanismes de présentation des
peptides dérivants de STT33 est double. D’une part, STT3B, de par son phénotype
extrême et précis, constitue un excellent modèle d’étude. Historiquement, l’étude de
modèles extrêmes a souvent permis de découvrir les grands principes régissant notre
monde. On n’a qu’à penser entre autres à la découverte des gènes impliqués dans
plusieurs maladies génétiques qui sont identifiés par l’étude des sujets les plus
atteints. Le présent projet nous a permis d’identifier diverses caractéristiques de
STT3B qui sont responsables de sa capacité d’être une excellente source de peptides
associés au CMH de classe I. II est probable que les caractéristiques identifiées pour
STT3B s’appliquent à d’autres protéines permettant ainsi une meilleure
compréhension des mécanismes de présentation antigénique.
Dans un deuxième temps, l’intérêt d’étudier STT3B concerne aussi une
perspective thérapeutique. En effet, en identifiant les facteurs clés et les
caractéristiques influençant la présentation de peptides chez STT3B, il peut devenir
intéressant de transférer ces caractéristiques à d’autres protéines et ainsi augmenter la
présentation antigénique dérivant de cette protéine. Une application de cela serait
utile en immunothérapie du cancer où on pouffait augmenter la présentation de
certains antigènes tumoraux et ainsi espérer augmenter la réponse immunitaire contre
cet antigène.
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HYPOTHÈSES ET MÉTHODOLOGIE
Nous avions émis l’hypothèse que certaines caractéristiques intrinsèques de
STT3B seraient responsables de la forte contribution de ses peptides à
l’immunopeptidome. En nous basant sur certains facteurs influençant la présentation
antigénique connus (voir section 5 de l’introduction), nous nous proposions de diviser
le projet en deux étapes.
1. Identifier ces caractéristiques intrinsèques
2. Évaluer l’influence de ces caractéristiques sur la contribution à
l’immunopeptidome en les transférant à une autre protéine source de
peptides associés au CMH de classe I, l’ovalburnine.
Pour identifier les caractéristiques de STT3B la rendant très compétente à la
présentation antigénique, nous avons utilisé trois types d’approche. Des études en
microscopie confocale et électronique nous ont permis de localiser STT3B dans la
cellule. Une approche biochimique a permis de statuer sur l’état de repliement de la
protéine et une approche moléculaire a permis d’identifier des régions spécifiques
dans la séquence de STT3B qui influencent la présentation de ses peptides.
Des études de quantifications de peptides présentés à la surface cellulaire en
cytométrie en flux ont permis de réaliser la deuxième étape du projet.
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Abstract
Proteins show drastic discrepancies in their contribution to the collection of self
peptides that shape the repertoire ofCD8 T ceils (MHC I seif-immunopeptidome). To
decipher why selected proteins are the foremost sources of MHC I-associated self
peptides, we chose to study SIMP/STT3B because this protein generates very high
amounts of MHC I-associated peptides in mice and humans. We show that the
endoplasmic reticulum-associated degradation pathway and MHC I processing
intersect at SIMP/STT3B. Relevant key features of SIMP/STT3B are its lysine-rich
region, its propensity to rnisfold, and its location in the endoplasmic reticulum
membrane in close proximity to the immunoproteasome. Moreover, we show that
coupling to SIMP/STT3B can be used to foster MHC I presentation of a selected
peptide, here the OVA peptide STTNFEKL. These data yield novel insights into
relations between the ccli proteome and the MHC I immunopeptidorne. They suggest
that the contribution of a given protein to the MHC I immunopeptidorne resuits from
the interplay of at least three factors: the presence of degrons (degradation signals),
the tendency of the protein to misfold and its subcellular localization. furtherrnore,
they indicate that substrates of the endoplasmic reticulum-associated degradation
pathway may have a prominent imprint on the MHC I self-irnmunopeptidome,
45
Introduction
The role of classical MHC class I molecules is to display a srnall sample of the cel!
proteome, referred to as the immunopeptidome, for scrutiny by CD8 T ceils (l-3).
Under basal conditions, the immunopeptidome is composed of short peptides,
typically nonamers, derived from “self’-proteins. The seif-immunopeptidome moulds
T celi development and homeostasis by regulating intrathymic positive and negative
selection, as welI as peripheral T celi survival and expansion (4). Moreover, those
among seif-peptides that display interindividua! polyrnorphisrn (that is, minor
histocompatibility antigens) represent a major barrier in transplantation (5, 6), while
those that are expressed selectively or preferentially on neoplastic ceils are potential
targets for cancer immunotherapy (7). Studios based on sequencing of MHC
associated peptides by mass spectrometry suggest that some proteins supply much
more MHC-associated peptides than others (8, 9).
To decipher why selected proteins are foremost sources of MHC I-associated
seif-peptides, we chose to study SIMP/STT3B because this protein displays an
“extreme phenotype” in that it generates exceedingly high amounts of MHC I
associated peptides in mice and humans. In H2b mice, approximately 1% of D’
molecules on spleen celis are occupied by KAPDNRETL, a peptide derived from
SIMP/STT3B (Fig. 1) (10-13). Likewise, following comprehensive proteomic
analyses of the HLAB* 1801 immunopeptidome, the SIMP/STT3B DERVFVALY
peptide emerged as one of the rnost abundant peptides (9). Moreover, we recently
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found that the SIMP/STT3B NLYDKAGKV peptide was a major constituent of the
HLA-A2 immunopeptidome (Perreault C, unpublished observation). SIMF (Source of
Immunodominant MHC-associated Peptides) was originally identified as the gene
encoding the immunodominant B6d0mn/H7a minor histocompatibility antigen (H2-D’-
associated KAPDNRETL peptide) (13). SIMP was later shown to represent one of
the two functional homologs of the yeast STT3 protein found in multicellular
eukaryotes and was thus named STT3B (14). STT3 homologs, large polytopic
glycoproteins located in the ER membrane, contain the active site of the
oligosaccharyltransferase complex that catalyzes N-linked glycosylation of nascent
proteins in the lumen ofthe endoplasmic reticulum (ER) (15).
Current evidence suggests that the MHC I immunopeptidome derives from the
rapid degradation ofnewly synthesized proteins (16, 17). Rapidly degraded proteins
are of two types: normal short-lived proteins and defective ribosomal products
(DRiPs) (1$-20). As defined by Yewdell, DRiPs “include properly translated but
rnisfolded proteins and misbegotten polypeptides resulting from mistakes in the
fidelity of transcription or translation” (21). The processing of antigen to generate
MHC I-associated antigenic peptides occurs predominantly, though flot exclusively,
by proteasome-mediated degradation (3, 22). Proteasomes are present in the
cytoplasm and nuclei of ail eukaryotic ceils, but with highly variable relative
abundance within those compartments (23). Several studies have shown proteasome
enrichment in the vicinity of the microtubule organizing center (MTOC) and on the
cytosolic side of the ER (24-26). This raises the interesting possibility that subcellular
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localization ofproteins might influence their proteasomal degradation. Because ofthe
lack of proteasorne inside the ER (27), degradation of ER proteins must be preceded
by their retrotransiocation (or dislocation) from the ER to the cytosol for degradation
by the proteasome in a process called “ER-associated degradation” (ERAD) (28). In
our quest to understand wliy STT3B lias a prominent contribution to the MHC I
immunopeptidome, we found that MHC I processing and ERAD intersect at STT3B.
Resuits of our studies suggest that three features render STT3B a major ERAD
substrate: its location in the ER membrane, its propensity to forrn DRiPs and its
conserved lysine-rich region that functions as a degradation signal (degron).
furthermore, we found that coupling to STT3B can 5e used to increase MHC I
presentation of a selected peptide.
4$
Metliods
Plasmid constructs
STT3B construct was generated by inserting the coding sequence of mouse STT3B
(13) in pcDNA3 vector (Invitrogen, Burlington, Canada). EGFP-STT3B and c-myc
STT3B were constructed by inserting the STT3B ORF into pEGFP-C2 (Clontech,
Mountain View, USA) and pCMV-Tag3C (Stratagene, Cedar Creek, USA),
respectively. STT3B-FLAG was produced following PCR amplification to create a
mutation into the stop codon, and then inserted into the pFLAG-CMV5a vector
(Sigma-Aldrich, Oakville, Canada). EGFP-STT3B construct encoding SINFEKL
instead of KAPDNRETL peptide (EGFP-STT3B-SITNFEKL) was inserted into
pEGfP-Cl (Clontech). EGFP-STT3B-SIJNFEKL was created by PCR using a
reverse primer extended by the SILNFEKL coding sequence to produce ST13B1780-
SIfNFEKL. STT3B789373 was excised and inserted with STT3B2780-SIINFEKL in the
same ORF into pEGFP-C1. EGFP-SIINFEKL was created following insertion ofthe
SILNFEKL coding sequence into pEGFP-Cl. The STT3B790823 coding sequence vas
excised to produce EGfP-STT3B790823-SIfNFEKL. To create EGFP-STT3BA612662-
SINFEKL, STT3B1611 and STT3B663823 coding region were amplified by PCR and
inserted in the same ORF into pEGFP-Cl vector. EGFP-OVA-STT3B790823 was
created foïlowing insertion of 0VA61336 and ST13B790323 in the same ORF into
pEGFP-C1 vector. HA-ubiquitin was a gift from Dr. S. Meloche (Institute of
Research in Immunology and Cancer, University of Montreal, Qc, Canada). pIRES2-
EGFP cloning vector (Clontech) was used to insert the OVA and MSITNFEKL ORF
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excised from pcDNA3.1 (kindly provided from Dr. K. Rock, Department of
Pathology, University of Massachusetts Medical School, Worcester, Massachusetts),
and STT3B-SIll’FEKL from pEGfP-C1. To create OVA-STT3B790823 into pIRES2-
EGFP vector, the OVA coding sequence was amplifled by PCR to create a mutation
into the stop codon, and then inserted with the STT3B790823 coding region in the
same ORF. To generate EGFP-SITNfEKL, two oligonucleotides encoding SILNfEKL
peptide were annealed and inserted into pEGFP-C1. STT3B790823 coding sequence
was added to EGFP-SITNFEKL to generate EGfP-SIINFEKL-STT33790823.
Reagents andAbs
Clasto-lactacystin f3-Iactone was purchased from Calbiochem (San Diego, USA), 3-
methyl-adenine and bafilomycin Al from Sigma-Aldrich, and recombinant human
IFN-y from Peprotech (Rocky Hill, USA). Rabbit polyclonal Ab against the following
molecules was used: anti-calnexin and anti-caireticulin from Stressgen (Victoria,
Canada), anti-c-myc from Abcam (Cambridge, USA), anti-Sec61 from Upstate
Biotechnology (Waltham, USA), anti-LMP2 from Affiniti (Exeter, UK), and anti-HA
from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA). Mouse monoclonal anti-y-tubulin
(clone GTU-$8) and anti-FLAG (clone M2) Abs were from Sigma-Aldrich. Goat
anti-mouse and anti-rabbit Cy3-labeled Abs were from Jackson ImmunoResearch
(West Grove, USA). Dr. J. Yewdell (National Institute of Allergy and Infectious
Diseases, Bethesda, MD) kindly provided the 25-Dl.16 hybridoma (29) as well as
Alexa-Ïabeled 25-D 1.16 mAb (antiKbSIINFEKL).
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Membrane preparation, SDS-PAGE and Western Etotting
COS-7-K” ceils were transfected with c-myc-STT3B construct. After 48 h, growth
media vas removed, and celis were washed twice with TBS containing protease
inhibitor cocktail (PIC, Roche, Lavai, Canada) and 20 mM N-ethylmaleimide (NEM,
Sigma-Aldrich). The celis were harvested with TBS containing 2mM EDTA, 20 mM
NEM, 20tM MG-132 (Caïbiochem), PIC and lmM PMSF, recovered by
centrifugation, quick frozen in liquid nitrogen and stored at —8OC. After thawing, the
celi peliet was suspended in buffer A (25mM Tris-Cl, 0.25M sucrose, 5 mM MgCI2, 2
mM EDTA, 20 mM NEM, 20 j.iM MG-132, PIC and 1 mM PMSF) and ceils were
broken with an Ultra Turrax T-25 homogenizer (Janke and Kunkei, Markham,
Canada). After removing the nuclei, the homogenate was centrifuged for 2 h at 150
000 X g to peilet the membrane fraction. The peliet was resuspended in buffer B (25
mM Tris-Cl, 0.25 M sucrose, 500 mM NaCi, 5 mM EDTA and PIC) at a
concentration of 0.5-2.0 mg/mi, and then 10 jig of membrane protein were extracted
with one of the foliowing detergent: 1.5% digitonin (w/v) or 1% CHAPS + 0.2%
deoxychoiate (w/v) or 1% n-dodecyi-B-D-maitoside (w/v) for I h on ice with regular
gentie vortexing. Detergent-soluble proteins were separated from detergent-insoluble
proteins by centrifugation at 150,000 X g for 40 min. Before mixing to ioading
buffer, the insoluble fraction was suspended with buffer B containing 4M urea.
Sampies resoived in 8% SDS-PAGE under reducing conditions were transferred with
staking gel onto nitroceilulose sheets (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway,
USA) and probed with anti-myc and anti-cainexin Abs. The reaction was deveioped
by using the ECL + system (Amersham Pharmacia Biotech).
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CeÏt culture and transfection
HeLaKb and COS7KL ceils were kindly provided by Drs. T. van Hall (Leiden
University Medical Center, The Netherlands) and K. Rock, respectively. Celis were
maintained in DME supplemented with 10% fBS and antibiotics. Transient
transfection was performed according to the manufacturer’s instructions using
FuGENE 6 transfection reagent (Roche) for COS-7, COS7Kb and HEK 293 ceils,
and Lipofectamine reagent (Invitrogen) for HeLa-K’ celis.
cytojzttorography
Celis were analyzed on a FACSCalibur flow cytometer using CellQuest software and
sorted on a FACSVantage SE system with FACSDiVa option (BD Biosciences,
Mississauga, Canada). Ccli surface KbSIINFEKL labeling was carried out as
described using Alexa-labeled 25-D1.16 mAb (29).
1mm unocytoch em istiy
Cells on coverslips were fixed in 4% formaldehyde in PI3S for 30 min or in methanol
at
—20°C for 20 mm, then washed twice in PBS and perrneabilized with 0.1% triton X-
100 in PBS for 30 min at RT. Cells were then washed thrice in P35, blocked with
10% FBS in PBS for 1 h, and incubated with primaiy Ab dilutcd in 1% BSA 0.01%
triton X-100 in PBS for 1 h at RT. After washing thrice in PBS, coverslips were
incubated with secondary Ab diluted in 1% BSA 0.01% triton X-100 in PBS for I h
G
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at RT. Ceils were washed five tirnes in PBS, mounted with Vectashield with DAPI
(Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA) and analysed under a Zeiss LSM 510
confocal microscope (Zeiss, North York, Canada).
Electron Microscopy
Trypsinized celis were collected in a pellet by centrifugation at 2000 g, fixed in 2.5%
glutaraldehyde in 0.1M cacodylate buffer for 1 h at 4°C, postfixed in 1% osmium
acid and embedded in epon. Lead citrate stained thin sections were exarnined under a
Hitachi (Rexdale , Canada) H-7500 transmission electron microscope and
photographs were taken with a Harnamatsu (Markharn , Canada) digital camera
model C4742-95.
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Resuits
STT3B enhances MHC Ipresentation of O VA -derived peptide
In theory, the prominent contribution of STT3B to the immunopeptidome could be
due solely to the high affinity of selected STT3B peptides for several MHC I allelic
products. The STT3B derived peptide presented by H2Db (KAPDNRETL) has indeed
a high affinity for H2Db (11). However, the fact that the STT33-derived peptide
(NLYDKAGKV) presented by HLA-A2 has a low affinity for HLA-A2 (data flot
shown) argues against this contention and suggests that other factor(s) account for the
major contribution of STT3B to the immunopeptidome. A likely explanation would
be that STT3B is processed more efficiently than other proteins along the MHC I
pathway. To test this hypothesis, we transfected HelaKb celis with two chimeras:
EGfP-SIINFEKL and EGFP-STT3B-SIllFEKL (Fig. 2A). We postulated that with
these constructs, EGFP fluorescence would be proportional to the quantity of
intracellular protein containing the SIINFEKL peptide. We then assessed 25-Dl . 16
MFI in discrete ceil populations expressing various levels of EGfP intensity. This
strategy allowed us to correlate the amount of KbSIINFEKL complexes at the celi
surface with intracellular SILNFEKL. In ceils expressing EGFP-STT3B-SIINFEKL,
the intensity of25-D1.16 staining increased in a linear fashion as a function ofEGFP
MFI up to an EGfP MFI of $0 where a plateau was reached (Fig. 23). The notable
point was that until this plateau was reached, EGfP-STT3B-SIfNFEKL generated 6
times more K”-SIfNFEKL complexes than EGFP-SIll”TFEKL (Fig. 2B). Thus, the
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amount of K’-SIfNFEKL complexes was drarnatically increased by coupling
SIINFEKL to STT3B.
STT3B tends to adopt a non-native conformation and indttces ER biogenesis
Because of growing evidence that, at least for viral proteins, DRiPs represent an
important source of MHC I-associated peptides (30), we asked whether synthesis of
STT3B would generate high amounts of DRiPs. DRiPs tend to adopt a non-native
(misfolded) conformation and their insoluble nature makes quantitative analysis
difficuit and prevents precise estimation of the DRiP rate. To estimate the propensity
of STT3B to generate DRiPs, we therefore adopted a two-pronged strategy based on
biochemistry and ceil biology.
Biochemistiy. A general feature of misfolded proteins_is that they are
insoluble and resistant to extraction with relatively mild detergents (31, 32). We
therefore wished to determine whether this was the case for STT3B. We extracted
membrane proteins from COS7Kb celis transfected with c-myc-STT3B using three
detergents: digitonin, CHAPS + deoxycholate, and n-dodecyl-B-D-maltoside. The
soluble and insoluble fractions were resolved in 8% SDS-PAGE and probed with
anti-myc and anti-calnexin Abs. Like STT3B, calnexin is an integral ER membrane
protein. Whule calnexin partitioned in similar amounts in the soluble and insoluble
fractions, STT3B mainly partitioned into the detergent-insoluble fractions (Figure 3).
furthermore, STT3B, but flot cainexin, migrated for the most part as high Mr
complexes (150-250 kDa) rather than monorners (- 75 kDa). These complexes are
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evidence of a non-native conformation (misfolded oligomers), because STT3B is
monomeric in its native membrane (33). 0f note, yeast HA-tagged STT3 was also
found to be poorly soluble and showed an anomalous electrophoretic migration that
persisted afier deglycolysation (31).
Ceit biology. Misfolded proteins found in the ER become ERAD substrates
whose disposal is lirnited by two bottlenecks: dislocation across the membrane and
actual degradation by the proteasome (34). Inefficient proteolysis resuits in the
formation of pericentriolar mernbrane-free cytoplasmic inclusions called aggresomes
(35). By contrast, inefficient dislocation results in substrate accumulation in the ER
which leads to an XBP1-dependent biogenesis of ER membranes (36-39).
Aggresomes and accretion of ER arrays can be detected by fluorescence and electron
microcoscopy. To determine whether STT3B would induce formation of aggresomes
or accumulation of ER membranes, we studied COS-7 ceils transfected with EGFP
STT3B constructs. From 24 to 4$ h after transfection, STT3B appeared in most celis
in a disperse ER pattem in close proxirnity to calnexin and caireticulin (Fig. 4A). The
STT3B pattem showed significant though not complete overlap with Sec6l (Fig. 4A)
but none with COP II (data not shown). Notably, in about 40% of EGFP-STT3B
transfected COS-7 ceils, fluorescence accumuÏated in a juxtanuclear compartment
(Fig. 5A,B) flot seen in cells transfected with EGFP (data not shown). Accumulation
in a tiglit paranuclear pattem was not celi-type specific since it was also observed,
albeit at Iower frequency, in HEK 293 and NIH 313 cells transfected with EGFP
STT3B (Fig. 53). The pattern was not EGFP-dependent since it was also induced by
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constructs in which STT3B was tagged with c-myc or FLAG epitope (Fig. 5C).
Juxtanuclear accumulation of EGFP-STT3B was impaired by the microtubule
depolymerizing drug nocodazole (Fig. 5D). Nocodazole-treated ceils showed
dispersed small protein clusters rather than the sequestration of one major
juxtanuclear pattem.
Confocal microscopy revealed that three ER markers cainexin, caireticulin
and Sec6l, but flot ubiquitin, concentrated to the same paranuclear compartment
where STT3B accumulated (Fig. 5A). In mammalian ceils, the immunoproteasorne is
associated primarily with the cytosolic side of the ER membrane (23, 26), and
staining with anti-LMP2 Ab shows a dispersed ER-like pattem in IfN-y-treated celis
(Fig. 4B,C). Immunostaining for LMP2 disclosed a striking enricliment of
immunoproteasome in the same juxtanuclear compartment where STT3B
accumulated (Fig. 4D). That subcellular cornpartment was adjacent to the centrioles
as visualized by staining of y—tubulin (Fig. 5A). Consistent with colocalization of
STT3B with ER markers, transmission electron microscopy showed bulky
accumulation of anastomosing smooth ER tubules in about 30% of celis transfected
with EGFP-STT3B (Fig. 6). Accumulation of ER tubules was flot observed in
untransfected cells (Fig. 6) or cells transfected with EGfP alone (data flot shown).
The latter observation indicates that accumulation of STT3B leads to massive ER
biogenesis and paranuclear accretion of ER membranes. On the whole, the ER
compartrnent where STT3B accumulates shares the features of the yeast “ER
associated compartment” (40) and the mammalian “ER quality control compartment”
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(41). The prevailing view is that these ER subdomains serve as repositories for
misfolded proteins that have flot been translocated to the cytosol. Together, STT3B
insolubility and tendency to adopt a non-native conformation (higli Mr forms), and its
ability to induce a massive ER biogenesis provide compelling evidence that STT3B is
prone to misfolding.
STT3B is degraded by the pro teasome system and iiot by autophagy
The major pathways for degradation of cellular constituents are autophagy and
cytosolic turnover by the proteasome (42, 43). Intracellular levels of EGFP-STT3B
were signfficantly increased following treatment with cÏasto-Iactacystin -Iactone but
flot with inhibitors of autophagy (3-methyl-adenine and bafilomycin) (Fig. 7A). Thus,
degradation of STT3B is mediated primarily, if not exclusively, by the proteasome.
We showed above that when the SIINFEKL peptide is inserted into STT3B
(between aa 769 and 779) it is efficiently processed along the MHC I pathway and
presented by H2Kb (Fig. 2B). In our next experiment we wished to determine whether
this processing was proteasome dependent. COS-7-K” celis were transfected with
three constructs: OVA, STT3B-SIINFEKL, and an MSIINFEKL minigene. Celis
were treated with citric acid to elute MHC-associated peptides, then cultured in the
presence of graded concentrations of cÏasto-lactacystin -1actone for 4 h, and stained
with 25-D1.16 Ah (Fig. 7B). Proteasome inhibition by cÏasto-lactacystin -Iactone
induced a dose dependent decrease of ccli surface levels of K”-SITNFEKL complexes
in celis transfected with OVA but, as expected (24), not in celis transfected with the
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MSITNFEKL minigene. The key finding was that in ceils expressing STT3B-
SINFEKL, generation of KbSIINFEKL complexes was abrogated at exceedingly
low concentrations of ctasto-lactacystin f3-lactone. Thus, MHC I presentation of
peptides embedded in STT3B is proteasome-dependent.
Retrotranstocation of STT3B is coupled to its degradation and is facilitated by N
Ïinked glycans
Proteasomal degradation of proteins present in the ER lumen requires their
retrotransiocation to the cytosol (44, 45). It lias been hypothesized however, that
proteasomal degradation of integral ER membrane proteins, such as STT3B, might be
initiated prior to retrotransiocation (46). Nevertheless, the predicted location of two
STT3B-derived MHC I-associated peptides on the lumenal side of ER membrane
(Fig. 1) suggests that retrotransiocation of STT3B is important for proteasomal
degradation. In many cases, dislocation of ERAD substrates is tightly coupled to
proteasomal degradation and so they accumulate in the ER following proteasome
inhibition (41, 47). We found that this was the case for STT3B. Indeed, following
transfection with EGFP-STT3B, the percentage of cells showing juxtanuclear
accumulation of fluorescence in ER arrays was more than doubled in the presence of
clasto-lactacystin f3-lactone (Fig. 7C). 0f note, in the latter conditions, EGFP
fluorescence was limited to the juxtanuclear ER arrays and was not detected in the
cytosol (data flot shown). Thus, as for many ERAD substrates, degradation of STT3B
is linked to its retrotranslocation.
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ER to cytosol dislocation of at Ieast some glycoproteins is criticaÏly dependent
on the recognition of specific glycosylation intermediates of N-linked glycans by the
EDEM lectin (48, 49). To determine whether this was the case for STT3B we
expressed a mutant form of STT3B in which the region containing N-glycosylation
sites (aa 612-662, cf Fig. 1) was deleted. We then compared COS7Kb ceils
transfected with EGFP-STT3 B-SILNFEKL versus EGFP-STT3BA6I 266-,-SIINFEKL
constnicts. Deletion of N-glycosylation sites caused a threefold increase in the
proportion of ceils with paranuclear STT3B accretion in ER arrays (Fig. 7D) that
could be due to two factors: an increased proportion of unfolded protein and
decreased protein retrotransÏocation. Notably, deÏetion of the glycosylation sequon
decreased the generation of KbSIfNFEKL epitopes by about 20% (Fig. 7E; p < 0.05,
Student’s t-test). Thus, protein accumulation was due at least in part to impairment of
retrotransiocation and was not due soÏely to an increased proportion of unfolded
protein. Nonetheless, the fact that loss of N-glycosylation sites has a relatively
modest impact on the generation of STT3B-derived MHC I presented peptides
suggests that N-linked glycans have a contributory but not essential role in STT3B
retrotranslocation and degradation.
STT3B retrotransÏocation is a 11m iting step in peptide generation
We reported in Fig. 2B that generation of KbSINFEKL complexes ftom EGFP
STT3B-SIINFEKL was a saturable process that reached a plateau when EGFP
attained a MFI of $0. We wished to elucidate the nature of the limiting step in
STT3B processing. Cells with low and high EGFP fluorescence (Fig. $A) were
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electronically sorted and the percentage of ceils with EGFP accumulation in
juxtanuclear ER arrays was determined by fluorescence microscopy. More than 80%
of ceils with high EGFP levels, but none with low EGFP levels, showed paranuclear
EGfP accumulation (Fig. 8B). These data suggest that retrotransiocation is a limiting
step in STT3B processing by the ERAD pathway and that ER biogenesis occurs when
the ER membrane contains more STT3B than it can dislocate. The idea that STT3B is
difficuit to retrotransiocate but is rapidly degraded once in the cytosol is supported by
two observations: j) under no circumstances did we detect STT3B in the cytosol, even
in celis with massive accumulation of EGFP-STT3B in the ER (e.g., in ceils treated
with clasto-lactacystin f3-lactone as in Fig. 7C) and ii) in vivo STT3B accumulates
only in non-ubiquitinated form(s) (Fig. 5A). No plateau in the generation of Kb
SIFNFEKL complexes was observed with the EGfP-OVA-$TT3B790823 construct
(Fig. 8C). The latter chimera contains only a 34 aa sequence from STT3B and its
product diffuses in the cytosol (data flot shown). The absence of a plateau with the
latter construct suggests that there is no additional bottleneck involved in MHC
processing of SIfNFEKL downstream of retrotransiocation [e.g. proteolysis by the
proteasome, interaction with TAP, and MHC binding].
IFN-y enhances generation of KbSHNFEKL complexes in ceÏÏs transfected with
EGFF-STT3B-SIINfEKL
One striking feature of STT3B is its subcellular localization in close proximity to the
proteasomes. Being located in the ER membrane, STT3B locates in the vicinity of the
immunoproteasome which is primarily found on the cytosolic side of the ER [Fig.
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4C,D and (23, 26)]. Furthermore, STT3B can induce ER biogenesis and accumulation
of ER anays in close proximity to the MTOC (Fig. 5A), a major site of proteasomal
degradation in the cytosol (24).
To determine whether subcellular localization of STT3B influenced its
processing along the MHC I pathway, we first asked whether preventing recruitment
of STT33 to the MTOC would influence the generation of MHC I-associated
peptides. We showed above that among celis expressing EGFP-STT3B-SIINFEKL,
more than 80% of “EGFP high” ceils showed juxtanuclear accumulation of EGFP
ER airays (Fig. $B). Treatment with nocodazole completely abrogates formation of
this paracentriolar compartment (Fig. 9A). The microtubule-depolymerizing effect of
nocodazole treatment does not abrogate ER biogenesis but prevents recruitment of
ER anays to the MTOC (Fig. 5D). Thus, we asked whether nocodazole wouÏd
influence the amount of KbSIINFEKL complexes presented at the surface of EGFP
high celis (i.e., the ceils with paracentriolar accumulation of ER arrays) and found
that it was not the case (Fig. 93). Preventing recruitment of 1ER arrays towards the
MTOC with nocodazole had no discemible effect on the generation of KbSIINfEKL
complexes.
We next wished to evaluate whether the close proximity between STT3B and
the immunoproteasome might be ftinctionally important for STT3B processing. We
therefore asked whether increasing the levels of immunoproteasome in cells
expressing STT3B-SHNFEKL would influence the MHC presentation of SIfNFEKL.
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Thus, HelaKb ceils transfected with EGFP-STT3B-SIINFEKL were treated with
IfN-y and the amount of intracellular proteins was correlated with the ceil surface
density of KbSINfEKL complexes. As depicted in Fig. 9C, IFN-y treatment
dramatically raised the plateau in the generation of KbSIINFEKL complexes. Indeed,
the maximal amount of K’-SIINfEKL complexes was increased by 2- to 3-fold in
IFN-y treated ceils relative to controls. The effects of IFN-y are flot limited to
induction of the immunoproteasorne and encompass upregulation of molecules such
as TAP and MHC I (50). However, that retrotranslocation is the sole limiting step in
MHC processing of STT3B peptides and is tightly coupled to proteasome degradation
(fig. 7, 8C) provide indirect evidence that the effect of IFN-y in these experiments
was due to immunoproteasome mediated enhancement of STT3B retrotransiocation.
Tue lysine-rich region of STT3B enhances the generation of MHC I-associated
peptides
In general, ubiquitination is a prerequisite for proteasomal degradation and is initiated
by formation of an isopeptide bond between ubiquitin C-terminal glycine residue and
the e-NH2 group of an intemal lysine of the substrate (42). Is the conserved lysine
rich region found at the C-terminus of STT3B (STT3B790s23) important for
generation of MHC I-associated peptides? Compared with cefls transfected with
OVA, those transfected with OVA-STT3B790823 fusion constnicts displayed about 2-
fold increase in the ceil surface density of KbSINfEKL complexes at the celi
surface (Fig. IOA). STT3B790323 had a sirnilar effect when coupled to EGFP
SIFNfEKL (fig. lOB). Thus, the lysine-rich region of STT3B is sufficient to promote
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MHC presentation of OVA-derived peptides. Moreover, deletion of STT3B lysine
rich region (\79O-823) decreased by 30-35% the amount of KbSIfNFEKL
complexes at the surface of cells transfected with EGFP-STT3B-SITNFEKL
constructs (Fig. YOC). These data indicate that while about two-thirds of MHC
peptides complexes can be generated in the absence of STT3B lysine-rich region, this
region is necessary for optimal presentation of STT3B-derived peptides by MHC I
molecules.
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Discussion
A typical mammalian ceil contains about 2 x i09 copies of3 x i04 different proteins
witli an average length of 466 arnino acid residues (51). its complexity being greater
than that of microbial pathogens, the self proteome represents per se the most
complex entity to which the mammalian MHC processing pathway is confronted.
Considering the fierce competition among seif-proteins for being represented in the
immunopeptidome, the prominent imprint of STT3B on the mouse and human MHC
I immunopeptidome (cf introduction) is no small achievernent.
The prevailing view is that in cases of viral infection, virus MHC I-associated
peptides derive largely if flot mainly from DRiPs. Our work provides strong evidence
that STT3B, a major source of MHC I-associated peptides, lias a high propensity to
misfold. This conclusion is based on the following evidence: the demonstration that
STT3B is resistant to extraction with several detergents and tends to form high Mr
complexes, and the tendency of overexpressed STT3B to induce ER biogenesis.
These data suggest that the MHC I seif-immunopeptidome like its viral counterpart,
is moulded by proteins with a high DRiP rate. Anastomosing ER arrays are thought to
represent holding sites to which rnisfolded proteins are specifically diverted so as not
to interfere witli normal cellular functions (40). These structures form when mutant
membrane proteins accumulate in the ER due to defects in their ability to be
dislocated to the cytosol (52, 53). However, in some situations ER biogenesis may
also be induced by the increased accumulation of nonmutant resident proteins (39).
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While the high DRiP rate of STT3B leaves practically no doubt, further studies are
needed to determine whether ail nonmutant proteins that can induce ER biogenesis
share a similar DRiP rate. These considerations underscore the imprecision in the
current definition of DRiPs and the need to investigate to what extent DRiPs resuit
from defects in transcription, spiicing, translation, assernbly or folding. In the case of
STT3B, our data lead us to infer that the high DRiP rate is mainly due to inherent
diffïculties in protein folding. This is consistent with studies of tyrosinase mutants
showing that protein misfolding increases proteasornal degradation and generation of
MHC I-associated epitopes (20).
RetrotransÏocation is a bottleneck for several ERAD substrates (28). Our data
indicate that the lirniting step in STT3B processing is retrotransiocation and that this
can be alleviated by increasing expression of the immunoproteasome. The latter
finding is consistent with the fact that the proteasome located on the cytosolic side of
the ER (i.e., rnainly the immunoproteasome in jawed vertebrates) is sufficient to
retrotransiocate and degrade an ERAD substrate (54). With few exceptions,
proteasomal substrates are degraded in a ubiquitin-dependent manner and di-lysine
sequences are preferred ubiquitination sites (42, 55). The conserved lysine—rich
region at the C-terminus of STT3B contains four di-lysine sequences. We therefore
postulate that STT3B Ïysine-rich region is a degron because it is a prefened target for
ubiquitin conjugation. This would explain why this region is sufficient to enhance
generation of MHC-associated OVA peptides and is required for optimal STT3B
degradation and processing along the MHC I pathway (Fig. 10). Nevertheless, about
C
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two-thirds of MHC peptide complexes could be generated in the absence of the
lysine-rich region (Fig. lOB). This suggests that STT3B may contain other
ubiquitination sites and/or that proteasomal degradation of STT3B may be to some
extent ubiquitin-independent. Indeed, experimental evidence suggests that the sole
function of polyubiquitin chains in proteasomal degradation is in tethering substrates
to the proteasome (56). Bringing proteins in close proximity to the proteasome while
bypassing the ubiquitination step is sufficient to initiate degradation (56). Thus, the
close proximity between the immunoproteasorne and STT3B (f ig. 4D) could lessen
the need for ubiquitination.
Once in the cytoplasm, peptides derived from proteasomal degradation have a
very short haif-life in vivo: around 7 s for 9-mer peptides (27). More than 99% of
peptides are degraded by cytosolic peptidases before they bind TAP (on the cytosolic
side of the ER) and thereby enter the MHC I presentation pathway. Thus, the
competition for peptides between peptidases and TAP drastically decreases the
efficiency of MHC I epitope generation. As a corollary, the probability that a peptide
generated by the proteasome will associate with an MHC I molecule should be
maximal when the proteasome is located closest to TAP, that is, on the cytosolic face
of the ER. Recent data even suggest that proteasomes on the cytosolic side of the ER
interact with TAP, thereby supporting the concept of direct targeting of antigenic
peptides to the ER via a TAP—proteasome association (57). These data lead us to
propose that location of STT3B in the ER membrane is crucial for its contribution to
the immunopeptidome because it brings STT3B in close proximity to both the
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immunoproteasome and TAP. Moreover, preferential degradation by the
immunoproteasome, as opposed to the constitutive proteasome, may increase the
contribution of STT3B to the immunopeptidome. Indeed, bioinformatic studies
predict that the immunoproteasome generates peptides that are better Iigands for
MHC binding than peptides generated by the constitutive proteasorne (58). In contrast
with the housekeeping proteasome, the immunoproteasome is found only in
vertebrates with an adaptive immune system (gnathostomes) and has co-evolved with
the MHC to optimize antigen presentation in gnathostome ceils (58, 59).
One fundamental question raised by our work is whether the behavior of
STT3B can be extended to other ERAD substrates. In other words, are ERAD
substrates a preferential source of MHC I-associated peptides? We anticipate that the
answer to this question will be dependent on ceil type. First, because the content in
housekeeping proteasome and immunoproteasome are dependent on celi type.
Second, because the quantity of ERAD substrates produced varies as a function of the
cell’s rate of protein synthesis and secretion (60). Nonetheless, we envision at least
two reasons why the contribution of ERAD substrates to the MHC I
immunopeptidome might have considerable biologie relevance: i) central tolerance to
self is induced strictly by peptides produced by the immunoproteasome because this
is the only proteasome expressed by celis in the thymie medulla (61), ii) the
immunoproteasome is the dominant type of proteasome found in dendritic celis, the
most important antigen-presenting cells (62). Moreover, one could even see the
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crucial contribution of ER membranes in antigen cross-presentation (63, 64) as a
means to use the ERÀD machinery to quickly modify the MHC I immunopeptidome.
Serninal studies by other groups strongiy suggest that the contribution of a
protein to the immunopeptidorne is not deterrnined by a single factor. Thus, the extent
of protein rnisfolding, the degradation rate and localization in the cytosol versus the
secretory pathway were relevant for sorne but not ail proteins (20, 51, 65, 66). Our
work suggests that the prominent imprint of STT3B on the MHC I immunopeptidome
resuits from the interplay of three factors that render STT3B an optimal ERAD
substrate: its propensity to rnisfold, its lysine-rich degron and its location in the ER
membrane. Moreover, our analyses show that coupling to STT3B can be used to
foster MHC I presentation of a specific peptide. Prelirninary work suggests that the
same effect can also be achieved with STT3A and with truncated STT3B construets
(data not shown). Given the recent demonstration that a substantial portion of the
MHC II immunopeptidorne is generated by a proteasome- and TAP-dependent
pathway (67), it will be interesting to evaluate whether coupling to STT3B could be
used to generate flot only MHC I but also MHC II epitopes. This approach could be
relevant for application in developing vaccines against selected proteins such as
oncoproteins.
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DRiP defective ribosomal product
ER endoplasmic reticulum
ERAD ER-associated degradation;
MFI mean fluorescence intensity
MTOC microtubule organizing center
NEM N-ethylmaleimide.
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figure 1. Proposed mouse STT3B topology in the ER membrane. The model is
based on SOSUI (66) and TOPO2 (http://www.sacs.ucsf.eduJTOPO2/) prediction
rnethods. Human and mouse STT3B proteins share 97% amino acid identity (13).
Lysine residues in the C-terminal lysine-rich region (aa 780-$23) are in black and
predicted N-glycosylation sites in red. Three STT3B peptides presented in large
amounts by MHC I molecules are depicted in blue: 1) DERVFVALY (aa 43$-446) is
presented by HLA-B18; 2) NLYDKÀGKV (aa 509-517) by HLA-A2; and 3)
KÀPDNRETL (aa 770-778) by H2Db.
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Figure 2. STT3B enhances presentation of K”-SIINFEKL complexes. (A) HeLa
K’ ceils were transfected with two EGFP constructs. In the EGFP-STT3B-SILNFEKL
chimera, the KAPDNRETL peptide of STT3B (aa 770-778, cf Fig. 1) was repÏaced
by SITNFEKL (the OVA peptide presented by H2Kb). (B). Following analysis with
the CellQuest software, celi surface levels of KbSIfNFEKL complexes (labeling with
25-D1.16 mAb) were conelated with intracellular protein levels (EGFP MFI). Data to
the left of the dotted unes (plateau reached with the EGFP-STT3B-SINFEKL
construct) were used to calculate the siope ofthe unes (m).
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figure 3. STT3B is hîghly insoluble. Total cellular membranes from nontransfected
and c-myc-STT3B transfected COS7Kb celis were isolated and extracted with three
different detergents (see Materials and Methods). The detergent-soluble (S) and -
insoluble (I) fractions were separated and immunoblotted (lB) with either anti-myc or
anti-cainexin Ab. DDM, n-dodecyl-B-D-rnaltoside; DOC, deoxycholate.
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Figure 4. EGFP-STT3B is located in the ER. (A) COS-7 celis were transfected
with EGfP-STT3B, and afier 40 h were stained with Ah to cainexin, caireticulin and
sec6l f3, and imaged to localize EGFP-STT3B. (B) Immunoproteasome induction by
IFN-y. COS-7 ceÏls cultured for 88 h with or without 250U/ml IFN-y were stained for
LMP-2. (C) Higher magnification view of a celi treated and stained as in (B). (D)
Colocalization of EGFP-STT3B and LMP-2 in IFN-y treated COS-7 celis. Bar for A,
CandD=5prn,andfor3=1O4m.
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Figure 5. EGFP-STT3B accumulates in a juxtanuclear ER compartment. (A) At
40 h afler transfection with EGfP-STT3B, COS-7 cells were stained with Ah to
cainexin, caireticulin, sec613 and y-tubulin and imaged to localize EGFP-STT3B. For
ubiquitin colocalization, ceils were co-transfected with HA-ubiquitin and EGFP
STT3B vectors and imrnunostained for HA. (B) Juxtanuclear accumulation of EGFP
STT3B in 3 ccli unes 24 h afier transfection with EGfP-$TT3B. The number of ceils
with juxtanuclear accumulation of EGFP-STT3B is reported as a percentage of
transfected ceils. 600 ceils were counted for each condition. (C) Juxtanuclear
accumulation of STT3B is not EGfP-dependent. At 40 h afier transfection with c
myc-STT3B or STT3B-fLAG, COS-7 ceils were imrnunostained with anti-c-myc or
ant-FLAG Ah. (D) COS-7 ceils were transfected with EGFP-$TT3B and treated or
flot with nocodazole (10 .iM) 6 h afier transfection. Bar 5 tm.
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Figure 6. Celis transfected with STT3B show bulky accumulation of
anastomosing smooth ER arrays. Transmission eÏectron microscopy anaÏysis of
COS-7 ceils transfected (A, C) or not (B, D) with EGFP-STT3B. C and D are higher
magnification views of sections indicated by white boxes in A and 3, respectively. N,
nucleus. Bar for A and B, 2 tm; C and D, 500 nrn.
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Figure 7. Degradation of STT3B by the proteasome. (A) HEK 293 cells were
transfected with EGFP-STT3B and were incubated 24 h later with ctasto-lactacystin
t3-lactone (10 1iM, 16h), bafilomycin (1.6 iM, 16 h) or 3-methyl-adenine (10 mM, $
h). Resuits are expressed as ratios between MFI of celis treated with drug versus
diluent. (B) 24 h after transfection with MSITNfEKL, OVA or STT3B-SIfNFEKL,
COS7Kb cells were treated with clasto-lactacystin -lactone for 90 min and cell
surface MHC I-associated peptides were eluted by treatment with citrate-phosphate
buffer (pH 3.3) for 1 min (67). CelIs were then washed, incubated for 4 h in presence
of graded concentrations of clasto-lactacystin f3-lactone, and stained with 25-Dl .16
mAb. For each construct, surface KbSITNfEKL levels are expressed as the percent of
expression relative to ceils cultured in the absence of clasto-lactacystin 3-lactone. (C)
$9
Juxtanuclear accumulation of STT3B is enhanced by proteasome inhibition. HEK
293 cells were transfected with EGFP-STT3B and cultured for 16 h in the presence of
cÏasto-lactacystin f3-lactone or its diluent (DMSO). (D and E) Regulation of STT3B
degradation by N-Iinked glycans. (D) Percentae of ceils showing juxtanuclear
accumulation ofEGFP and (E) relative levels of K -SITNFEKL complexes in COS-7-
Kt’ cells transfected with constructs in which the STT3B region containing N
glycosylation sites was deleted (A612662) or flot. Data (mean + SD) are representative
of 3 independent experiments.* p <0.05. Clasto.: c/asto-lactacystin 3-lactone.
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Figure 8. Correlation between protein levels, juxtanuclear pattern, and cel 1
surface levels of Kb_SIINFEKL complexes. (A) HeLaKb celis transfected with
EGfP-STT3B-SIll’JFEKL construct were assessed for EGFP fluorescence and
labeling with 25-D1.16 mAb (KbSINfEKL MF1) as in Figure 2 C. (3) Ceil
populations with low or high EGfP fluorescence were sorted on a FACSVantage SE
system and prepared for fluorescent rnicroscopy. The percentage of ceils showing
juxtanuclear accumulation of EGFP was caÏculated after counting 200 celis. (C)
HeLaKb celis transfected with two EGFP constructs were assessed for EGFP
fluorescence and labeling with 25-D 1.16 mAb.
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Figure 9. IfN-y but flot nocodazole influences the efficacy of KbSIINFEKL
presentation. (A) COS7Kb ceils were transfected for 6 h with EGFP-STT3B-
SIJNFEKL construct and then incubated with nocodazole for 16 h to block
juxtanuclear accumulation of EGfP-Iabeled protein. (B) Ceils cultured with
nocodazole or its diluent were analyzed for EGFP fluorescence and labeling with 25-
D1.16 rnAb (KbSIINFEKL MFI). (C) HeÏaKb celis were transfected with EGFP
STT3B-SIINFEKL and incubated for 48 h with or without IFN-y (500 U/mL). Data
to the left ofthe dotted une were used to calculate the siope of the unes (m).
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Figure 10. The lysine-ricli region of STT3B regulates the generation of celi
surface KbSIINFEKL complexes. Ceils surface levels of KbSILNFEKL complexes
(evaluated by staining with 25-D1.16 mAb) were assessed in celis transfected with
various constructs. (A) COS-7-K’ celis were transfected with OVA or OVA
$TT3B790823 fusion constructs. (B) HelaKb ceils were transfected with EGFP
SIINfEKL or EGfP-$IINFEKL-STT3B790823. (C) COS-7-K” celis were transfected
with EGfP-STT3B-SIINfEKL constructs in which the lysine-rich region of STT3B
was deleted (A790823) or flot. Data (mean + SD) are representative of three
independent experiments. * p < 0.05, ** p < 0.005.
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o FRESULTATS AJOUTES
1. Matériels et méthode
Mesure de la dépendance de I’ubïquitination de STT3B pour sa dégradation. Les
constructions ERKI-EGFP, ERK3-EGFP (gracieusement fournies par le Dr. S.
Meloche) et EGFP-STT3B ont été transfectées dans des cellules Balb/c 3T3 et Ts20
(gracieuseté de S. Meloche) à 34 °C. 24h post-transfection, les cellules sont
transférées à 39 oc pour différents temps. Il est à noter que pour chaque construction
et chaque temps d’incubation, une série de puits contrôles sont aussi incubés à 34 oc.
Les cellules sont ensuite récoltées, fixées et leur intensité de fluorescence moyenne
(MFI) est évaluée à l’aide d’un FACSCalibur (BD Biosciences). Les données sont
analysées avec le programme CellQuest (BD Biosciences).
2. Résultats
2.1. Des résultats préliminaires montrent que la dégradation de STT3B ne
semble pas dépendre de son ubiquitination.
Les résultats précédents semblent suggérer que la présence de la région 790-
823 de STT3B n’est pas à elle seule responsable de la présentation de peptides
provenant de EGFP-STT3B-SIfNFEKL (Figure 10 de l’article). Considérant que
cette région est riche en acides aminés lysine, impliqués dans l’ubiquitination des
protéines, nous avons voulu déterminer le rôle de l’ubiquitination de STT3B dans sa
dégradation. Pour ce faire, nous avons mesuré en cytométrie en flux l’accumulation
de EGfP-STT3B dans les cellules Ts20 à 39 °C. Ces cellules sont des mutants
thermosensibles de l’enzyme El de la chaîne d’ubiquitination (Chowdary et coll.,
1994). Nous prévoyions que si l’ubiquitination est importante pour dégrader STT3B,
la protéine s’accumulerait dans les cellules Ts20 à la température non permissive.
Suite à l’expérience, nous observons qu’après 24h d’incubation dans les cellules Ts20
à 39 °C, EGFP-STT3B s’accumule de la même façon que ERK1-EGFP (Extracellular
signal-regulated kinase 1), qui est ici un contrôle négatif (Figure 10 du mémoire).
Ceci est en opposition à l’accumulation massive de ERK3-EGFP qui est une protéine
94
dont la dégradation est reconnue pour dépendre de son l’ubiquitination (Coulombe et
cou., 2003). Cependant, pour bien évaluer l’état d’ubiquitination de STT3B, nous
devrions procéder à une évaluation de sont temps de demi-vie en Western blot dans
les cellules balbc et Ts20 aux températures permissives et non permissives.
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Figure 10. La dégradation de EGFP-STT3-B ne semble pas dépendre de son
ubiquitination. Les constructions EGFP-STT3-B, ERK1-EGfP et ERK3-EGFP ont
été transfectées dans les cellules balb/c 3T3 (cellules contrôles) et Ts20. 24h après
la transfection, les cellules sont transférées à 39 oc pour différents temps où elles
sont ensuite récoltées, fixée et leur fluorescence est évaluée en cytométrie de flux.
Pour chaque temps et chaque construction. Il y a des cellules contrôles qui restent
incubées à 34 °. Les résultats sont exprimés comme étant le ratio de la MFI à 39
°C/MFI à 34 °c en fonction du temps d’incubation à 39°c. * pZO.O1.
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O DISCUSSION
Nos résultats montrent que trois caractéristiques essentielles de STT3B
contribuent à faire de cette protéine une excellente source de peptides associés au
CMH de classe I: sa localisation, son potentiel à former des DRIPs ainsi que la
présence de la région riche en lysine.
Considérant que la discussion des résultats s’est faite principalement dans l’article
précédent, cette section se concentrera sur des résultats non discutés dans l’article ou
constituera une extrapolation des résultats de l’article. Il est à noter qu’à moins
d’avis contraire, les numéros des figures auxquelles on fait référence dans la
discussion sont ceux de l’article.
1. La localisation cellulaire
L’accumulation juxtanucléaïre de STT3B dans le RE
Les principales caractéristiques cellulaires de STT3B sont sa capacité de
s’accumuler dans un sous-compartiment du RE (même en absence d’un inhibiteur de
sa dégradation) (figure 5h, 7c) et sa capacité d’induire la biogenèse du RE (figure 6).
Bien que ce type de sous-compartiment du RE a souvent été observée (Huyer et coli.,
2003, Khami-Nesher et coll., 2001, Lu et cou., 2003, Raposo et coli., 1995), sa
fonction ainsi que sa composition restent encore à définir.
1.1. La nature du compartiment j uxtanuctéaire.
L’accumulation de STT3B colocalise avec des marqueurs du RE (figure Sa) et
semble dépendante des microtubules (figure 5d). Cependant, la distribution du RE ne
dépend pas des microtubules. Ceci laisse suggérer que STT3B s’accumule dans un
compartiment qui est probablement en continuité avec le RE, mais qui diffère du RE.
Il existe plusieurs exemples où la surexpression d’une protéine du RE a entraîné la
formation d’un sous-compartiment du RE accompagné par une prolifération de la
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membrane du RE chez la levure et chez les mammifères. Bien que la nature des
compartiments décrits varie beaucoup d’une étude à l’autre, nous essaierons ici d’y
voir plus clair et de comprendre dans quel compartiment cellulaire STT3B
s’ accumule.
Dans un premier temps, il est à noter que la majorité des études montrent que
les compartiments n’excluent pas les chaperones comme la calnexine et la
cairéticuline, et ce, autant chez la levure que chez les mammifères. Ceci est en
accord avec nos résultats (figure 5a) et a été observé entre autres, suite à la
surexpression de protéines membranaires comme le CMH de classe I (Khami-Nesher
et cou., 2001, Spiliotis et cou., 2002) et des récepteurs olfactifs m17 et mOREG (Lu
et coll., 2003). Là où les études divergent, c’est au niveau de la localisation de ce
compartiment. S’agit-il d’une expansion du ERGIC (Endoplasmic reticulum-golgi
intermediate compartment) comme le stipule Raposo et collaborateurs (Raposo et
cou., 1995), d’une expansion des sites de sortie du RE (Ferreira et cou., 2002,
Hobrnan et coll., 199$) ou d’un site distinct?. Les faits que le sous-compartiment
observé soit positif pour les chaperonne du RE (figure Sa) et positif pour COP II
(protéine composant les vésicules de transport des protéines de RE au Golgi-résultats
non montrés), nous laissent présager que STT3B ne s’accumule pas dans les sites de
sortie du RE (qui sont négatifs pour les chaperonnes et positif pour COP II) (Ellgaard
et Helenius, 2003). Ceci est très logique, considérant que STT3B est une protéine
résidente du RE et qu’elle n’emprunte pas la voie de sécrétion (résultat non montré).
Bien qu’il soit impossible pour l’instant d’exclure la possibilité que STT3B
s’accumule dans l’ERGIC, nous sommes tentés de croire que la protéine s’accumule
dans le QC compartment (quality control compartrnent) décrit par Khami-Nesher
(Khami-Nesher et coll., 2001). Ce compartiment se localise très près, mais est
distinct du ERGIC. Le sous-compartiment observé par la surexpression de STT3B
comporte plusieurs ressemblances avec le QC incluant, sa dépendance des
microtubules (figure 5d), sa proximité du centrosome (figure Sa), la présence de la
cainexine, la calréticuline (figure Sa) et de sec6lJ3 (résultat non montré), ainsi que
l’absence de ERpS7 (résultat non montré).
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D’un point de vue ultrastructural, le sous-compartiment dans lequel
s’accumule STT3B constitue une prolifération du réticulum endoplasmique lisse
désordonnée (figure 6). Malgré l’apparente confusion existant dans la nomenclature
des types de prolifération du RE, on peut les classer en deux grandes familles. Dans
un premier temps, il y a les OSER (Organised smooth endoplasmic reticulum), qui
peuvent prendre plusieurs formes. Cette famille comprend entre autres, les karmellae
observées chez la levure et qui prennent la forme de citernes de REL (RE lisse)
empilées autour de la membrane nucléaire (Profant et coll.,1999). Les proliférations
de REL organisées peuvent aussi prendre la forme de membranes concentriques
(appelé membrane Z chez les plantes) (Gong et cou., 1996) ou d’un arrangement de
tubule de REL ayant une symétrie hexagonale nommé RE cristalloïde (Fukuda et
coli., 2001, Sandig et cou., 1999, Yamamoto et cou., 1996). Dans un deuxième
temps, la surexpression de protéines membranaires dans le RE peut mener à une
prolifération de REL désordonnée comme il a été observé dans le cas du CMH de
classe I (Raposo et coll., 1995) et de la protéine NTE (Neuropathy target esterase) (Li
et cou., 2003). Il est à noter qu’il a été observé en microscopie électronique que
toutes ces structures sont en continuité avec le reste du réseau du RE (Gong et cou.,
1996, Yamamoto et coil., 1996)
1.2. Comment le sous-compartiment juxtanucléaire où s’accumule STT3B se
forme-t-il?
Il est maintenant bien accepté, que dans la plupart des cas, les proliférations
de RE s’observent dans des situations ou la voie de sécrétion est “bloquée”, soit par
la surexpression de protéines mal repliées dans le RE (Huyer et coll., 2004, Raposo et
coli., 1995) ou par la surexpression de protéines normales (Szczesna-Skorupa et coil.,
2004). Cependant, il est intéressant de noter que les proliférations de RE peuvent se
retrouver en situation physiologique sans qu’aucune protéine soit surexprimée de
façon artificielle. En effet, ce type de structure a été observé dans des cellules
germinales mâles d’insecte (Wolf et cou., 1995), dans les neurones de Purkinge dû à
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cE’ un niveau d’expression élevé du récepteur à l’inositol phosphate (Sandig et cou.,
1999), dans les cellules épithéliales rétiniennes du triton (Yorke et coll., 1985) ainsi
que dans les cellules interstitielles testiculaires de souris (Christensen et cou., 1965).
On peut donc imaginer qu’un type de cellules exprimant STT3B à un haut niveau
physiologique pourrait présenter de telles structures.
Alors que le mécanisme par lequel la prolifération de RE se produit n’est pas
du tout connu en situation physiologique, on commence maintenant à comprendre, le
mécanisme dans le cas où la cellule est soumise à un stress, soit par l’ajout d’agents
réducteur comme le DTT (Travers et cou., 2000), d’agents bloquant la glycosylation
comme la tunicamycine (Cox et colI., 1997) ou par la surexpression de protéines se
repliant mal dans le RE (Spear et coil., 2003). Dans ces trois cas, la cellule est
soumise à une situation où les protéines ne peuvent se replier normalement. Par
conséquent, elles s’accumulent dans le RE et induisent I’UPR (Unfolded Protein
Response). Cette réaction homéostatique, se produisant lorsque la quantité de
protéines dans le RE dépasse la capacité du RE de bien les replier, induit la
surexpression des chaperones (Mon et coil., 2003). Il y a plusieurs études qui font
maintenant des liens entre l’induction de l’UPR, la biogenèse de membranes et la
synthèse des phospholipides, et ce, autant chez la levure (Cox et coll., 1997) que chez
les mammifères (Travers et coll., 2000). Bien que la signalisation par l’UPR, est fort
complexe et n’est pas le but de la discussion ici, mentionnons tout de même qu’une
des voies de signalisation activées par l’UPR est celle menant à l’oligoménisation et à
l’autophosphoiylation de IRE1 menant ensuite à l’épissage du facteur de transcription
XBP1 (Mon et coli., 2003). Un des gènes cibles de XBPÏ induit la synthèse de la
phosphatidylcholine, un composant majeur de la membrane du RE, et provoque
l’augmentation de la surface et du volume de RE (Sniburi et coll., 2004). Considérant
que nous avons démontré que STT3B s’accumule dans le RE (figure 5), nous
pouvons émettre l’hypothèse que la surexpression de cette protéine induit une UPR et
que les proliférations de RE observées à ta figure 6 sont dues à une signalisation via
IRE1 etXBPI.
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Cependant, pour vérifier cette hypothèse, il serait important de vérifier si la
surexpression de STT3B induit effectivement l’UPR. Une façon simple de le faire,
serait de vérifier si la surexpression de STT3B induit la surexpression de chaperones
moléculaires impliquées dans le repliement des protéines comme BIP et GRP94.
Cette technique a été utilisée pour démontrer que la L-Œ-antitrypsine induit une UPR
(Lawless et coil., 2004). La pertinence de cette expérience provient du fait que
plusieurs protéines mal repliées, induisant une biogenèse du RE, et s’accumulant dans
un sous-compartiment du RE, ne semblent pas induire d’UPR chez la levure. Ceci a
été démontré dans les cas de la surexpression des protéines Ste6p (Huyer et coll.,
2004), CFTR (Zhang et coll., 2001) et pmalp-G3$1A (Feiieira et coÏt., 2002).
Considérant que ces proliférations de RE semblent se faire de façon UPR
indépendante, on peut émettre l’hypothèse qu’il y a d’autres déterminants que X3P1
impliqué dans la biogenèse du RE. La détermination du potentiel de STT3B
d’induire une UPR permettrait donc de mieux comprendre, dans ce cas-ci, par quels
mécanismes les proliférations de RE se fonTient.
D’un point de vue moléculaire, il semblerait que les OSERs soient formés
lorsqu’il y a présence d’interactions protéines-protéines de faible affinité entre les
arrangements de RE. (Gong et cou., 1996, Snapp et coIl., 2003). Ceci est rendu
possible lorsque qu’une protéine du RE contient des domaines d’interactions
hornotypiques du côté cytoplasmique. La GFP représente ce type de protéine. En
effet, l’induction d’OSER a été démontrée lorsqu’une GFP a été ajoutée du côté
cytosolique d’une protéine n’en induisant normalement pas (Snapp et coIl., 2003).
Selon les résultats que nous avons obtenus avec EGfP-STT3B, nous émettons
l’hypothèse qu’il existe d’autres déterminants nécessaires à la biogenèse de
membranes de REL organisées que seules des interactions homotypiques de faible
affinité. Notre évidence expérimentale est la suivante: la surexpression de EGFP
STT3B (protéine dont la GFP se retrouverait du côté cytosolique selon notre modèle
topologique (figure 1)) n’induit pas la biogenèse d’OSER, mais plutôt celle de REL
désordonné (figure 6). Cependant, nous ne pouvons pas exclure que ces interactions
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homotypiques de faibles affinités soient impliquées dans la formation de REL
désordonné.
En ce qui concerne les déterminants essentiels permettant l’induction de la
biogenèse de REL, plusieurs auteurs ont spécifié l’importance des régions
transmembranaires dans le processus (Jingamie et coIl., 1987, Elgersma et coll.,
1997). Les séquences signais de rétentions au RE (Sandig et coll., 1999) ainsi que
certaines séquences spécifiques de type FFLL (Yamamoto et cou., 1996) pourraient
aussi avoir un rôle important. Nos résultats en ce qui concerne EGfP-STT3B vont
sensiblement dans le même sens. En effet, des travaux dans le laboratoire ont
démontré que les acides aminés 529 à 536 de STT3B fusionnés à la EGFP sont
suffisants pour induire la prolifération de REL désordonné. Cette séquence
correspond au dernier domaine transmembranaire de la protéine et a été identifiée
comme étant un signal d’encrage au RE de type II (résultats non montrés).
Finalement, une étude controversée semble démontrer que COP II serait
essentiel à la biogenèse du QC (Fu et Stuiz, 2003). Bien que le compartiment dans
lequel s’accumule STT3B soit positif pour COP II (résultats non montrés), des études
seraient nécessaires pour statuer plus précisément le rôle de cette molécule,
considérant que d’autres études n’ont pas pu établir de lien entre COP II et la
formation de sous-compartiment du RE (Huyer et coil., 2004, Wang et coli., 2004).
1.3. La nature des protéines STT3B contenues dans tes accumulations
juxtanucléaires et l’impact sur la présentation antigénique
Alors qu’il semble évident que la majorité des protéines se retrouvant dans un
sous-compartiment du RE sont sous une forme non native (Fukuda et col!., 2001,
Huyer et col!., 2004, Raposo et coil., 1995), il semblerait qu’on ne peut tirer ce genre
de généralité en ce qui concerne l’état d’agrégation de ces protéines. En effet, il a été
montré que les protéines sous une forme non native se retrouvant dans ce type de
compartiment peuvent être soit dans un état agrégé (Umebayashi et coll., 1997,
Umebayashi et coll., 2001) ou soit dans un état non agrégé (Khami-Nesher et col!.,
2001). Mais qu’en est-il de STT3B? La réponse à cette question est importante dans
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la perspective de présentation de peptide, car on soupçonne fortement que les
protéines agrégées dans le RE ne peuvent être rétrotransloquées et dégradées par
l’ERAD, car elle forme un complexe trop gtos pour le pore du translocon (Johnson et
van Waes, 1999) et donc, ne constituent pas une bonne source de peptide. Ceci est en
opposition au cas des protéines nécessitant un repliement, mais non agrégées qui
auraient tendance à s’associer à une matrice permettant leur repliement. Cette
matrice composée principalement des chaperonnes BIP, caïréticuline, caïnexine et
GRP94, permettrait la dégradation de ces protéines par l’ERAD (Huyer et coli., 2004,
Tatu et Helenius, 1997).
Les agrégats dans le RE se présentent souvent comme étant des accumulations
où les protéines sont liées entre elles par des ponts disulfures non natifs et dans
lesquelles, il y a une accumulation des chaperones BIP et calnexine (Ellgaard et coil.,
1999). Il y a plusieurs facteurs qui peuvent influencer la capacité d’une protéine à
agréger. Dans un premier temps, il semble que le mauvais repliement soit un
préalable absolu à l’agrégation protéique (Ellgaard et coll., 1999). De plus,
considérant que l’agrégation est un phénomène thermodynamique, la concentration
des protéines est aussi un facteur déterminant (Dobson et coll., 2004). Cependant,
généralement, la surexpression de protéines ne cause pas nécessairement l’agrégation
de ces dernières. Pour agréger, les protéines doivent aussi posséder des
caractéristiques intrinsèques médiant l’agrégation incluant un haut niveau
d’hydrophobicité, une charge près de la neutralité (Chiti et coll., 2003) ou être mis
dans des conditions particulières comme une grande concentration de Ca++ par
exemple (Prim et coll., 1996).
Dans notre cas, on remarque que le compartiment, dans lequel STT3B
s’accumule, est enrichi en cainexine et en calréticuline (figure 5). On ne peut pas,
suite aux analyses de microscopie confocale, statuer sur l’état d’agrégation ou non de
STT3B, puisque comme nous l’avons vu, peu importe la situation, ces chaperones
semblent s’accumuler dans le compartiment juxtanucléaire. Cependant, considérant
que dans le cas de STT3B, on se trouve dans une situation où l’on surexprime une
protéine hautement hydrophobe (onze domaines transmembranaires), on peut émettre
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l’hypothèse que cette protéine s’accumule sous une forme agrégée. Pour soutenir
notre hypothèse nous avons comme autre évidence le fait que STT3B est très
majoritairement insoluble dans des détergents comme la digitonine, le CHAPS +
deoxycholate, le n-dodecyl-B-D-maltoside (figure 3) et le Triton X-100 (non montré).
Cette insolubilité dans les détergents non ioniques, est très souvent un signe
d’agrégation des protéines (Ishui et coil., 1996, Kota et coll., 2005) et a été utilisée
comme caractéristique pour identifier d’autres protéines agrégées et retenues dans le
RE comme CfTRAF50$ (Lukacs et coli., 1994), la forme scrapie de la protéine prion
(psC) (Tatzeli et coll., 1996) ainsi que des formes mutantes de l’antitrypsine Z
(Lomas et cou., 1992).
Évidemment, pour être plus rigoureux, il y a quelques expériences que l’on
pourrait faire pour montrer l’état d’agrégation de STT3B. Dans un premier temps,
on pourrait regarder la susceptibilité de la digestion de STT3B à la protéinase K,
autre test déterminant l’état d’agrégation d’une protéine (Tamaroppo et coll., 1999).
Aussi, nous pourrions effectuer des études en FRAP pour regarder la mobilité des
protéines contenues dans les accumulations juxtanucléaires. La pertinence de cette
expérience vient principalement du fait que la majorité des protéines agrégées dans le
RE sont immobiles (Kamada et coll., 2004, Nehls et cou., 2000, Rivera et coll.,
2000).
Ainsi, si notre hypothèse est vraie, la majorité des protéines STT3B se
retrouverait sous forme agrégée dans le RE. Cependant, il faut comprendre qu’il
existe dans la cellule probablement une autre forme de STT3B, non agrégée, qui peut
être dégradée par l’ERAD. Cette affirmation est corroborée par une évidence
expérimentale. En effet, il y a présence d’une petite fraction de STT3B soluble lors
de son extraction par certains détergents non ioniques (figure 3) qui correspondrait à
cette forme non agrégée. À cet effet, pour confirmer l’hypothèse selon laquelle il y
aurait deux formes de STT3B dans la cellule (une fonne agrégée et une forme non
agrégée), il serait intéressant de procéder à une expérience de cycloheximide chase
dans laquelle, on comparerait le temps de dégradation en Western blot, des fractions
de STT3B de haut poids moléculaire, versus celui de la bande de la fraction soluble.
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Cette expérience a déjà été réalisée pour montrer qu’il existait dans la cellule deux
formes de la protéine CFTRAF5O8 (Johnston et cou., 1998). La forme agrégée en
haut du gel a une demi-vie de quinze heures, démonti-ant que cette forme est stable et
difficilement dégradée par la cellule tandis que la forme soluble a une demi-vie courte
de 30 minutes.
La présence de deux formes de STT3B dans la cellule permet une
réconciliation de nos résultats avec la théorie des DRIPs (protéine ayant une demi-vie
courte et étant la source principale des peptides présentés à la surface des cellules).
Nous avons démontré par deux approches que la protéine STT3B était probablement
une source de DRIPs (Figure 3 et F igure 5). Comme il est peu probable que la forme
de STT3B située dans les hauts poids moléculaires se dégrade rapidement, il devient
alors tentant de stipuler que la forme soluble de STT3B aurait une demi-vie courte et
serait la source de DRIPs. Suite à cela, nous pouvons alors imaginer que lors de la
synthèse de STT3B, il y aurait agrégation massive de la protéine dans les
accumulations juxtanucléaires, mais que quelques protéines seraient épargnées,
pourraient être dégradés par l’ERAD et générer des peptides.
Le fait que STT3B ait la capacité d’augmenter la présentation de peptide de
I’ovalbuminc (figure 2) implique, que malgré son haut taux probable d’agrégation,
STT3B constitue, une excellente source de peptide. Il serait alors intéressant de voir
si la prévention de l’agrégation de la protéine pourrait augmenter encore plus la
présentation antigénique.
1.4. Rôle hypothétique des accumulations juxtanucléaires dans la cellule.
Malgré toutes les études identifiant des sous-compartiments du RE, le rôle
exact de ces derniers du point de vue cellulaire n’est pas encore défini. À ce jour, il
existe deux hypothèses, non mutuellement exclusives, penuettant d’expliquer le rôle
des sous-compartiments du RE. La première hypothèse stipule que ces sous
compartiments seraient un lieu privilégié pour replier des protéines qui ne sont pas
dans leur forme native. Cette hypothèse a émergé du fait que le QC est un
compartiment enrichi en chaperone (Khami-Nesher et coll., 2001, Okiyeneda et coll.,
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2004 et Spiliotis et coIl., 2002) et que les protéines localisées dans ce type de
compartiment sont dégradées par l’ERAD lorsqu’elles ne peuvent se replier. Ceci a
été observé entre autres pour la protéine CFTRAF5O8 (Okiyoneda et cou., 2004) et
une forme mutante de Ste6p (Huyer et cou., 2004). De plus, une étude impliquant la
protéine CFTR fait mention que la séquestration de la protéine dans un sous-domaine
du RE était essentielle à sa dégradation par l’ERÀD (Fu et Sztul, 2003).
En ce qui concerne STT3B, bien que nous ne pouvons pas exclure qu’elle soit
dégradé par la voie de l’ERAD dans le QC, nous sommes portés à croire que les QCs
formés ne constitueraient pas un site où STT3B est dégradée de façon préférentielle.
Deux arguments nous amènent à cette hypothèse. Dans un premier temps, comme
expliqué plus haut, il est fort probable que la majorité du STT3B contenu dans le QC
soit agrégée et donc non disponible pour la dégradation par I’ERAD. Deuxièmement,
lorsqu’on regarde la génération de peptides dérivant de STT3B en fonction de la
présence ou non de sous-compartiment du RE, nous observons que la présence de ces
structures ne contribuent pas à la génération de complexe SIINKEKL/K” (figure 8a et
figure 8b). Bien que l’expérience décrite à la figure $ représente une mesure indirecte
de la dégradation de STT3B, nos résultats suggèrent que les cellules possédant des
QC ne peuvent dégrader STT3B d’une façon très efficace dû à un facteur limitant, la
rétrotransiocation de la protéine, qui sera discuté plus loin. Alors que l’hypothèse du
site préférentiel de dégradation semble bien cadrer dans le cas de certaines protéines,
nous croyons que la situation est différente dans le cas de STT3B.
Pour les raisons énoncées plus haut, nous relions plus facilement la fonction
du QC formé par la surexpression de STT3B avec la deuxième hypothèse, c’est-à-
dire, que ces sous-compartiments du RE auraient comme rôle de séquestrer les
protéines mal repliées ou agrégées pour qu’elles n’interfèrent pas avec les fonctions
cellulaires normales, plus spécifiquement avec la voie de sécrétion (Raposo et
coll.,1995, Umebayashi et coil., 1997, Valetti et coil., 1991). Il y a plusieurs faits
expérimentaux appuyant cette hypothèse, bien qu’elle n’ait pas encore été démontrée.
Entre autres, il a été montré que, bien que la majorité des protéines contenues dans les
sous-domaines du RE ne peuvent pas en sortir, ceci n’empêche pas les autres
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molécules d’emprunter la voie de sécrétion (Huyer et coll., 2004). Ceci a été
corroboré par une étude qui a démontré que la présence de protéines mal repliées et
retenues dans le RE (causant l’UPR), m’empêche pas les protéines natives de
poursuivre leur route dans la voie de sécrétion, et ce, exactement de la même façon
que s’il n’y a pas d’UPR induit (Nadanaka et coll., 2004).
Bien que pour l’instant il soit impossible de statuer précisément sur le rôle de
ce compartiment, nous croyons que le modèle de surexpression de GFP-STT3B
pourrait être intéressant à étudier. En effet, la capacité de trier par cytométrie de flux
les cellules surexprimant la protéines et possédant ou non des QC est un outil
puissant. De cette façon, nous pourrions dans un premier temps, regarder le temps de
demi-vie des fractions solubles et insolubles de GFP-STT3B dans des cellules
possédant ou non des structures juxtanucléaires et ainsi statuer si 1-les cellules
possédant des QC ont une plus grande proportion de protéines insolubles (ou
agrégées-voir plus haut) et 2-si les protéines contenues dans ces structures sont plus
ou moins stable par rapport à des protéines localisées dans le RE. Dans un deuxième
temps, considérant qu’il est possible par fractionnation cellulaire d’isoler ce
compartiment (Hobman et coll., 199$), il serait intéressant d’utiliser une approche
protéomique pour déterminer la composition exacte des chaperones et autres
molécules impliquées dans l’ERAD localisées au QC. Nous croyons que suite à ces
expériences, nous pourrions mieux définir le rôle de la séquestration de STT3B dans
un sous-compartiment du RE.
1.5. Les effets de la formation des sous-compartiments de RE dans la cellule et
les implications possibles du point de vu immunitaire.
Comme nous l’avons vu, il est peu probable que l’accumulation de STT3B
dans le QC soit responsable de sa grande propension à générer des peptides puisqu’il
apparaît que la formation de ce compartiment est un facteur limitant à la présentation
antigénique (probablement dû à un défaut dans la rétrotransiocation de STT3B-ceci
sera discuté plus loin). Par contre, le stress cellulaire causé par l’accumulation d’un
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grand nombre de protéines dans le RE, peut avoir d’autres effets sur la cellule dont
certains peuvent impliquer le système immunitaire.
La biogenèse du RE, provoqué par l’accumulation de protéines membranaires
comme P450, peut induire en plus du UPR vu précédemment, une autre réaction
homéostatique nommée 1’EOR tER overload response) (Lawless et cou., 2004,
Szcezesna-Skoupa et coil., 2004). Cette réaction provoque dans la cellule l’activation
du facteur de transcription NF-KB, qui régule la production de plusieurs protéines
pro-inflammatoires comme les cytokines et différentes classes d’interférons (Aridor
et BaÏch, 1999). En effet, une analyse réalisée sur des puces d’ADN a démontré que
la surexpression de P450 provoque une EOR dans les cellules HepG2 et que ceci se
traduit par une augmentation des transcrits de l’interleukine $ (IL-8) et de CCL2O
(Lawless et coll., 2004). Plusieurs observations laissent croire que l’IL-8 aurait un
rôle important à jouer dans le recrutement des cellules T et plus particulièrement des
CD4+ (Bellini et coll., 1993. Francis et coll., 2004) et des neutrophiles (Godaly et
coll., 2000) au site de l’inflammation. Tant à CCL2O, il serait impliqué dans la
chémotaxie des cellules dendritiques (fururnoto et coil., 2004). Il est intéressant de
mentionner ici que des cellules dendritiques infectées par le virus Dengue montre un
phénotype où on voit clairement l’induction de biogenèse de RE (Ho et coli., 2001),
d’une façon très semblable à ce que l’on observe avec STT3B (figure 6). On peut
alors imaginer que dans cette situation, une EOR est induite et il y a augmentation de
la sécrétion d’IL-8, ce qui a pour effet, d’attirer les CD4+. Connaissant le potentiel
des cellules dendritiques à faire de la présentation croisée (Trombetta et Mellman,
2005), il a été démontré que ces dernière infectées par un virus présente, par une
molécule de CMH de classe II, des épitopes de ce virus aux CD4+ (Tewari et coil.,
2005).Il serait donc intéressant d’imaginer un mécanisme par lequel les proliférations
de REL augmente la réponse immunitaire. Ceci reste évidemment à être démontré.
Une autre conséquence connue de l’accumulation de protéines dans le RE est
l’induction de l’apoptose (Aridor et Balch., 1999). À cet effet, il est à noter que des
études préliminaires dans le laboratoire semblent démontrer que les cellules
surexprimant STT3B ont un plus haut taux d’apoptose.
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tE Finalement, il est intéressant de mentionner que plusieurs maladies sont
causées par la rétention et l’accumulation de protéines dans le RE des cellules. Pour
n’en citer que deux, mentionnons le cas de la maladie de PerÏizaeus-Merzbacher, où
les neurones sont démyelinisées. Ceci est causé par des mutations dans le gène de la
protéine protéolipide (Hode et cou., 1996). La protéine mutante s’accumule dans le
RE, causant un stress dans celui-ci et menant à l’apoptose des oligodendrocytes (Gow
et coli., 1996, Griffith et coil., 1998). Un autre cas de maladie est causé par la
rétention et l’accumulation du mutant PiZ de l’antitrypsine dans les cellules
hépatiques. L’inflammation qui en résulte cause de sérieux dommages au foie,
incluant une cirrhose précoce (Qu et cou., 1997).
Pour une cellule, il et donc impératif de prévenir l’accumulation de protéines
mal repliées dans le RE. Pour cette raison, il serait très surprenant de voir une cellule
exprimant de hauts taux de STT3B de façon endogène. Des évidences
expérimentales obtenues par d’autres groupes vont dans ce sens. En effet, lorsqu’on
induit une UPR dans les cellules, des auteurs ont noté que la majorité des protéines
impliquées dans la N-glycosylation sont surexprimées (probablement pour augmenter
le repliement des protéines) (Travers et coll., 2000). Cependant, les auteurs n’ont pas
réussi à montrer que STT3B était surexprimé, ce qui est très logique, car selon nos
résultats, sa surexpression risquerait de créer une UPR, effet que l’on cherche ici
justement à éviter.
1.6. Effet de la localisation de STT3B sur la présentation antigénique
La localisation de l’accumulation juxtanucléaire près des centrosomes ne
semble pas être déterminante puisqu’en présence de nocodazole, malgré le fait qu’il
n’y a plus aucun QC (figure 9a), la quantité de peptides présentés reste identique
(figure 9b). De prime abord, ce résultat nous a étonnés, puisque le centrosome est un
site enrichi en protéasome (Wigley et coll., 1999). Cependant, après intégration des
résultats obtenus, il est maintenant plus facile d’expliquer cette observation. En effet,
nous avons montré que la présentation du peptide SIll”TfEKL inséré à la place du
peptide H7a dans la séquence STT3B augmentait grandement en présence de
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l’immunoprotéasome (figure 9). Ceci suggère que ce dernier dégrade efficacement
STT3B. Cette observation est peu surprenante considérant que H7a est un épitope
immunodomimant et que plusieurs épitopes de ce type sont générés
préférentiellement suite au clivage par l’immunoprotéasome (Chen et col!., 2001, van
Hall et cou., 2000) De plus, des études bio-informatiques faites dans le laboratoire,
ont montré que le peptide H7a de STT3B était généré suite au clivage par
l’immunoprotéasome (résultats non montrés). L’immunoprotéasome n’est pas
enrichi au niveau des centrosomes, mais plutôt du coté cytosolique du RE (Brook et
coll., 2000). De plus, il semble y avoir colocalisation entre STT3B et
l’immunoprotéasome (figure 4d). Ceci permet d’expliquer pourquoi on n’observe
pas d’effet sur la présentation antigénique lorsque le réticulum n’est plus localisé au
centrosorne. La proximité de STT3B et de l’imrnunoprotéasome, nous a permis de
postuler que ce serait plutôt la localisation de la protéine dans le RE qui constituerait
le facteur déterminant dans l’efficacité de présentation antigénique. Ce point a été
discuté dans l’article.
1.7. La formation des accumulations juxtanucléaires et la rétrotransiocation.
Nos résultats suggèrent fortement que la dégradation de STT3B est couplée à
sa rétrotranslocation, car l’inhibition, de la dégradation de STT3B avec un inhibiteur
du protéasome, résulte en l’augmentation de la quantité des accumulations
juxtanucléaires (figure 7c). De plus, même dans les cellules possédant de grosses
accumulations juxtanucléaires, on ne voit en aucun cas STT3B dans le cytoplasme.
Les protéines H2a, s’accumulant dans le QC, possèdent aussi les mêmes
caractéristiques quant à leur rétrotranslocation (Khami-Nesher et coli., 2001). Ceci
suggère que la présence des accumulations juxtanucléaires résulte d’une
rétrotranslocation inefficace de STT3B de la membrane du RE au cytosol. En effet,
dans le cas de EGFP-STT3B-SIINFEKL, la rétrotransiocation semble l’étape
limitante dans la génération de peptides (la génération de peptides étant ici une
mesure indirecte de la dégradation de la protéine) (Figure 2).
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Ceci est en opposition avec un autre type d’accumulation juxtanucléaire que
l’on appelle agrésome (Jonhston et cou., 1997). L’agrésome a d’abord été observé
lors de la surexpression d’une forme mutante de CFTR en présence d’inhibiteur du
protéasome. Il consiste en une accumulation protéique cytoplasmique, localisée près
du centrosome et souvent enrichie en ubiquitine et en protéasome (Jonhston et cou.,
1997, Garcia-Mata et cou., 1999). CFTR est un canal ionique de la surface cellulaire
et dans cette forme mutante, il y a une délétion d’une phénylalanine en position 508
(CFTRL\F508). Ceci induit un mauvais repliement de la protéine et provoque son
entrée dans la voie de l’ERAD. Dans le cas de CFTRAF5O8, la rétrotranslocation
n’est pas couplée à la dégradation par le protéasome puisque la protéine destinée à
l’ERAD est rétrotransloquée et s’accumule dans le cytoplasme. Dans ce cas, c’est la
dégradation par le protéasome qui semble être l’étape limitante.
STT3B et CFTRAF5O8 sont deux protéines polytopiques. La difficulté
inhérente de STT3B à être rétrotransloquée par rapport à une autre protéine comme
CFTRAF5O$ permet de soulever une question très intéressante. Quels sont les
facteurs qui peuvent influencer la capacité de rétrotranslocation d’une protéine? Dans
un premier temps, nous pouvons mentionner que la quantité de molécules impliquées
dans l’ERAD et plus spécifiquement dans rétrotranslocation, a certainement un rôle
important à jouer. En effet, en situation physiologique, il a été montré que Ï’ERAD
était un mécanisme qui est facilement saturable par l’augmentation d’une petite
quantité de protéines mal repliées dans le RE (Fridlander et col!., 2000). Ce
mécanisme est aussi saturé dans des situations artificielles comme dans le cas d’une
surexpression d’une protéine qui se replie mal dans le RE (Casagrande et coll., 2000,
Spear et coll., 2003) ou l’induction d’un stress au RE par différentes drogues (Travers
et col!., 2000). Une façon de contrecarrer l’augmentation des protéines mal repliées
dans le RE est l’induction d’une UPR. Une analyse de puce d’ADN comparant les
transcrits de cellules normales et de cellules dans lesquelles un UPR a été induite,
montre de ces dernières surexpriment plusieurs molécules impliquées dans plusieurs
étapes de l’ERAD, incluant la rétrotranslocation et la dégradation, permettant ainsi de
CE réduire la quantité de protéines dans le RE (Travers et coll., 2000). En fait, il semble
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qu’une UPR intacte soit nécessaire à un ERAD efficace (Casagrandre et cou., 2000,
Fridlander et col!., 2000, Spear et cou., 2003, Travers et col!., 2000). Il serait donc
intéressant encore une fois de déterminer si STT3B induit une UPR efficacement
dans la cellule. Effectivement, la surexpression de CFTR n’induit pas d’UPR (Zhang
et coll., 2001) chez la levure et contrairement à sa surexpression dans les cellules de
mammifères, CFTR n’est pas rétrotransioqué et s’accumule dans un sous-
compartiment du RE chez la levure (fu et Stuzi, 2004). Si STT3B est incapable
d’induire une UPR efficace, ceci pourrait expliquer en partie pourquoi la
rétrotranslocation de cette protéine semble si inefficace. Cette hypothèse reste
évidemment à démontrer et une façon de le faire a été expliquée plus haut.
Dans un deuxième temps, le temps de rétention de la protéine à la cainexine
pourrait aussi être un joueur clé. En effet, il a été montré, que la surexpression de la
calnexine dans des cellules de mammifère, augmente le temps de demi-vie de CFTR
et son temps de rétention dans le RE, résultant en une diminution des agrésomes dans
les cellules (Okiyeneda et col!., 2004). D’ailleurs, une autre étude chez le mammifère
montre qu’un temps de liaison long à la calnexine serait requis pour la formation du
QC (Frenkel et col!., 2004). Dans cette optique, on peut donc émettre l’hypothèse
que la difficulté de STT3B de bien se replier ou la présence de séquences spécifiques
dans sa structure, fait en sorte que STT3B interagit plus longuement avec la calnexine
que d’autres protéines, retardant ainsi la rétrotransiocation. Bien que la calnexine
semble s’accumuler aux mêmes endroits que STT3B dans la cellule, il faudrait
montrer de façon plus rigoureuse la liaison de la cainexine à STT3B (par co
immunoprécipitation pas exemple) pour pouvoir évaluer cette hypothèse plus
sérieusement
Le dernier facteur clé pouvant expliquer la difficulté de la rétrotranslocation
de STT3B concerne l’état d’agrégation de la protéine. Comme spécifié plus haut, il
est fort probable que cette protéine se retrouve dans un état agrégé non compétent
pour la rétrotranslocation.
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L’investigation des trois hypothèses ci-dessus permettrait de mieux
comprendre les mécanismes par lesquels la rétrotransiocation de STT3B est régie. La
compréhension de ces mécanismes nous permettrait de trouver des moyens
d’augmenter l’efficacité de rétrotransiocation de STT3B pour ainsi espérer augmenter
la présentation de peptides dérivant de STT3B. Ceci pourrait évidemment être
intéressant dans une perspective thérapeutique.
La rétrotransiocation et la dégradation des glycoprotéines comme STT3B
dépendent principalement de molécules de type EDEM qui reconnaissent les
oligosaccharides sur les protéines (MoÏinari et cou., 2003, Oda et cou., 2003). Plus
spécifiquement, un mutant de Stt3p a été identifié comme étant un substrat de Htmlp,
l’homologue de EDEM chez la levure (Jakob et coll., 2001). En créant une molécule
EGP-STT3B ne contenant pas de site de N-glycosylation (EGFP/STT3BA612662
SIINFEKL), nous voulions voir l’effet de la N-glycosylation sur la dégradation et la
présentation des peptides provenant de cette protéine.
Dans un premier temps, nous observons que la rétrotranslocation est encore
plus difficile pour la construction EGFP/STT3BA6I2.662-SflNFEKL que pour la
construction EGFP-STT3B-SITNFEKL (figure 7d). Outre une interaction plus faible
de la protéine mutante pour EDEM, d’autres facteurs peuvent aussi entrer en jeu.
Premièrement, cette inefficacité accrue de rétrotranslocation peut être causée par une
agrégation plus marquée des protéines lorsque leur N-glycosylation est empêchée
(Nehls et coll., 2000, Trombetta et coll., 2003). Dans ce cas, comme vu plus haut, il
y aurait encore une petite partie des protéines qui échapperait à l’agrégation puisque
la délétion des régions de N-glycosylation cause seulement une petite diminution
dans la quantité de peptides présentés à la surface des cellules (figure 7e). Encore
une fois, la rétention des protéines mal repliées, mais solubles peut expliquer la faible
diminution dans la présentation des peptides dérivant de EGFP/STT3BA612652-
SIINfEKL. Une candidate possible permettant la rétention a récemment été
identifiée t la calnexine. En effet, il a été montré que la calnexine avait, en plus de la
capacité de retenir dans le RE des substrats glycosylés, la capacité de retenir dans le
C RE et d’augmenter la demi-vie d’une protéine membranaire non glycosylée du RE
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(Swanton et cou., 2003). La cainexine accomplirait sa tâche par des interactions avec
les domaines transmembranaires mal repliés des protéines du RE.
Il est à noter que des cas où la présentation antigénique semble peu influencée
lorsque les sites de N-glycosylation d’une protéine ont été enlevés ont déjà été
répertoriés (Golovina et coll., 2005). Les auteurs ont attribué ce faible impact au
niveau des peptides générés, au faible changement dans le temps de demi-vie de cette
protéine par rapport à la protéine sauvage. Il est à noter qu’en matière de dépendance
de la N-glycosylation, la demi-vie des protéines est très variable selon le type de
protéine et de la façon dont la N-glycosylation est empêchée (par délétion des régions
de N-glycosylation ou par traitement à la tunicamycine). Par exemple, lorsqu’on
traite les cellules à la tunicamycine, plusieurs protéines sont dégradées très
rapidement incluant les sous-unités des IgM (Kubo et Pelanne, 1983) et l’Œl
antitrypsine (Ciccarelli et coil., 1993). Par contre, une protéine formé des 332
derniers acides aminés de la ribophorine (R1332), est stabilisée en présence de
tunicamycine, mais dégradée plus rapidement lorsque ses sites de N-glycosylations
sont enlevés (de Virgilio et coll., 1999). Pour l’instant, les causes expliquant ces
différences dans les temps de demi-vie sont inconnues. Une chose est sûre
cependant, chaque protéine semble interagir avec la machinerie de contrôle de la
qualité d’une façon personnelle, de sorte qu’aucune généralité ne peut être tirée.
Bien que nous n’ayons pas mesuré les temps de demi-vie de STT3B-
SIINFEKL et de EGFP/STT3BA612662-SILNFEKL, on peut tout de même proposer le
modèle suivant. La délétion des sites de N-glycosylation semble augmenter le
potentiel d’agrégation de la protéine. Par contre, une petite partie est dégradée par
l’ERAD par un mécanisme rapide (plus rapide que le taux d’agrégation de la
protéine) et EDEM-indépendant.
2. La capacité de former des DRIPs
Nos résultats montrent que STT3B est une protéine formant des DRIPs (figure
3 et 5). Bien que plusieurs études ont déjà établit le lien entre une présentation
antigénique augmentée et la formation de DRIPs provenant de la réplication virale
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(Khan et cou., 2001, Reits et colT., 2000, Schubert et colT., 2000), très peu d’études,
autre que la notre, ont établi ce lien avec des protéines du soi. La seule étude
existante concernant une protéine du soi a été réalisée en regardant la présentation
antigénique de la tyrosinase dans des cellules de mélanome (Ostankovitch et cou.,
2005). Dans ces cellules, un tiers des molécules de tyrosinase sont bien repliées
tandis que les deux tiers sont mal repliées et localisées dans le RE. Les auteurs ont
montré que si on augmente le repliement de la tyrosinase, il y a une diminution des
peptides présentés, laissant suggérer que la capacité de la tyrosinase à induire des
DRJPs, était le facteur déterminant sur la présentation d’épitopes.
En établissant un lien entre le mauvais repliement des protéines endogènes et
la présentation de peptides, il devient alors intéressant de stipuler de l’effet sur la
présentation antigénique, d’une augmentation de protéines mal repliées dans le RE
suite à une situation physiologique. En effet, plusieurs événements cellulaires peuvent
induire l’accumulation de protéines mal repliées dans le RE, incluant l’hypoxie
(situation retrouvée en cas de cancer) (Kaufman, 2002), une perturbation dans la
régulation du glucose telle qu’observée en cas de diabète (Harding et Ron., 2002)
ainsi qu’une perturbation de l’état redox ou de l’homéostasie du calcium (Kaufhan,
2002).
3. Le rôle de la région riche en lvsine (STT3B790..823) dans la
dégradation et la génération de peptide dérivant de STT3B.
3.1. Les acides aminés 790 à 823 de STT3B sont suffisants, mais non nécessaires
à la présentation du peptide de l’ovalbumine.
Nous avons montré qu’en couplant la région des acides aminés 790 à $23 de
STT3B à l’ovalbumine, on peut augmenter la génération de peptides dérivant de
l’OVA (ovalbumine) jusqu’à deux fois (figure lOa). Une question très intéressante se
pose donc ici : par quel mécanisme cette région peut-elle augmenter la présentation
de peptides dérivant de l’OVA? Deux hypothèses peuvent fournir l’explication.
115
Premièrement, il est possible que cette séquence dirige plus efficacement la protéine
vers le protéasome, ce qui augmente son taux de dégradation. Il existe deux façons
de rediriger une protéine au protéasome : par interaction directe avec ce dernier ou
par la liaison de l’ubiquitine à la protéine. Ces alternatives sont possibles
considérant la nature de la région 790 à $23 de STT3B. En effet, cette région est
riche en acide aminé lysine (figure 1) et il est bien connu, que les lysines sont les
acides aminés qui sont ubiquitinés dans la cellule (Hershko et coli., 199$). De plus,
certaines autres régions riches en lysine ont démontré qu’elles pouvaient entrer en
interaction directe avec le protéasome (Realini et cou., 1994). Le deuxième
mécanisme par lequel cette région pounait augmenter la présentation de peptides
provenant de l’OVA est par une augmentation de son taux de DRIPs. En effet, il est
possible que cette région induise un mauvais repliement de 1’OVA, permettant une
meilleure dégradation de cette dernière. Quoi qu’il en soit, il semble que cette région
permet une dégradation plus efficace de l’OVA. Cependant, pour être plus rigoureux,
il faudrait mesurer les temps de demi-vie de OVA et de OVA-STT3B790823 pour
s’assurer de bien comprendre l’effet de la région 790 à 823 sur la stabilité de la
protéine.
Voyant l’effet spectaculaire de cette région de STT3B sur la présentation de
peptides dérivants de l’ovalbumine, nous voulions voir si cet effet était aussi
important dans STT3B. Notre surprise a été assez grande lorsque nous avons
constaté qu’une délétion de cette région dans STT3B n’avait qu’un impact très limité
sur la présentation du peptide SITNfEKL inséré dans la séquence de STT3B (figure
lOc). Cette région apparaît donc comme suffisante pour augmenter la présentation de
peptides, mais non nécessaire.
Comment peut-on expliquer que la région 790 à 823 soit suffisante, mais non
nécessaire à la dégradation de STT3B? Des études menées sur des protéines
possédant des dégrons (région d’une protéine permettant une dégradation rapide de
cette dernière) nous permettent d’émettre une hypothèse. Par exemple, la protéine(J RPN4 possède deux dégrons, il a été démontré que l’on doit inactiver les deux
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dégrons de la protéine pour la stabiliser (Ju et Xie, 2004). On peut donc penser que
STT3B contient dans sa séquence plus d’une région penriettant sa dégradation et que
l’inactivation de toutes ses séquences soit nécessaire pour stabiliser la protéine et
pouvoir observer un effet important sur la présentation de ses peptides.
À l’heure actuelle, on peut émettre une hypothèse sur l’identité de l’autre
région. En effet, des études bio-informatiques effectuées dans le laboratoire ont
permis d’identifier une région PEST dans la séquence de STT3B (résultats non
montrés) localisé entre les acides aminés 487 et 501. Les séquences PEST permettent
la dégradation rapide de protéines par le protéasome d’une façon ubiquitine
indépendante (Li et coll., 199$). De plus, si on ajoute une séquence PEST à une
protéine très stable comme la GFP par exemple, le temps de demi-vie de cette
dernière diminue dramatiquement (Li et coU., 199$).
3.2. La dégradation de STT3B semble se faire de façon ubiquitine indépendante.
Si l’on surexprime STT3B dans les cellules Ts20 à la température non
permissive (mutant thermosensible pour l’enzyme El), on n’observe aucune
accumulation de la protéine, laissant suggérer que la dégradation de la protéine est
ubiquitine indépendante (Figure 10 du mémoire). Bien que ce résultat nous ait tout
d’abord étonnés, il y a maintenant plusieurs exemples de protéines qui sont dégradées
de façon ubiquitine indépendante. Le cas le mieux documenté est sans aucun doute
celui de l’ornithine décarbolyxase. Dans ce cas, la protéine est ciblée au protéasome
pour la dégradation par une molécule d’antizyme (Zhang et coll. 2003). Par contre,
d’autres types de molécules semblent être dirigé directement au protéasome pour
dégradation, incluant la troponine, la calmoduline (Orlowski et Wilk, 2003),
l’ovalbumine dénaturée (Bernaroudy et coll., 2001), p53 (Asher et coli., 2002) ainsi
que les protéines oxydées en général (Shringarpure et coIl., 2003). Même certains
substrats de l’ERAD comme la toxine du choléra peuvent être dégradés sans l’aide de
l’ubiquitine (Rodoghiero et cou., 2002).
o
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De plus, il est à noter que plusieurs liens dans la littérature laissent présager
que l’ubiquitination des protéines n’est pas nécessairement un préalable absolu à leur
dégradation. Premièrement, dans les cellules Ts20 à la température non permissive, il
y a présentation de certains peptides de 1’OVA (Cox et coil., 1995) et la dégradation
de seulement 80 à 90 % des protéines des cellules est inhibée (Verrna et Deshaies,
2000). Deuxièmement, si on stabilise les protéines, seules certaines sont liées à
l’ubiquitine (Verma et Deshaies, 2000). Troisièmement, il a été montré à plusieurs
reprises que le protéasome peut dégrader des substrats non ubiquitinés in vitro (Lam
et coil., 1999, Tofaris et coll., 2001) et que l’étape d’ubiquitination devient non
nécessaire si la protéine est localisée suffisamment près de ce dernier (Janse et coli.,
2004). Alors que la dégradation dans un monde sans ubiquitines semblait possible
pour les protéines du cytoplasme, la situation se présentait différemment pour les
substrats de l’ERAD, car l’ubiquitination des protéines semblait être un facteur
déterminant permettant la rétrotransiocation des protéines de la membrane du RE au
cytosol (Tsai et coll., 2002). Cependant, des études récentes ont démontré que
certains substrats de 1’ERAD auraient la possibilité d’être disloqués de la membrane
du RIE sans ubiquitines. Les évidences proviennent essentiellement de deux études.
Dans la première, il a été montré que p97 (le moteur permettant de disloquer les
protéines de la membrane du RE par l’hydrolyse de l’ATP) peut lier des chaînes
protéiques non ubiquitinées (Ye et cou., 2003). Dans la deuxième étude, il a été
montré que le CAP 19S du protéasome est suffisant pour disloquer des protéines de la
membrane du RE dans un système sans ubiquitines (Lee et coil., 2004).
Les principales caractéristiques des protéines dont la dégradation ne semble
pas dépendre de l’ubiquitine, sont la présence d’une région désordonnée comme une
séquence PEST et un repliement pas très serré dans leur structure tertiaire (Hoyt et
coIl., 2004). Bien qu’il soit peu probable que le repliement de STT3B soit peu serré
de par sa structure prédite (figure 1), on a montré que cette protéine possédait une
région PEST (résultats non montrés-voir plus haut). De plus, lorsqu’on surexprime
dans la cellule la construction HA-ubiquitine, il n’y a aucune colocalisation avec
STT3B. Finalement, le fait, que la délétion de la région riche en lysine de STT3B ne
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semble pas influencer beaucoup sa dégradation, constitue un autre argument pour la
dégradation de STT3B d’une façon indépendante de l’ubiquitine, surtout, si l’on
considère que la région riche en lysine est probablement un site d’ubiquitination.
Bien que la perspective d’être en présence d’une protéine qui est dégradée de
façon ubiquitine indépendante et qui est une si grande source de peptides est très
excitante, il ne faut pas oublier que d’autres facteurs peuvent expliquer les résultats
que nous avons obtenus. Dans un premier temps, il est à noter que plusieurs
protéines sont ubiquitinées sur la méthionine située en N-terminal (Breitschopt et
coll., 1997, Kuo et coll., 2004, Sheaff et coli., 2000) et que l’ajout d’une étiquette en
N-terminal de ces protéines a tendance à stabiliser cette dernière (Coulombe et coll.,
2004). Considérant, que nous travaillons ici avec une protéine chimérique EGFP
STT3B (donc ajout d’une grosse étiquette à l’extrémité N-terminale), il est possible
que nous n’observions aucun effet dans les cellules Ts20 si STT3B est ubiquitiné à
son extrémité N-terminale. Pour pallier ce problème, il faudrait regarder
l’accumulation d’une construction de STT3B où la GFP est à l’extrémité C-terminale
de la protéine. Deuxièmement, il a été montré chez la levure qu’en situation où il y a
prolifération de membranes de RE et UPR, la cellule est aussi en situation de stress
oxydatif et plusieurs protéines deviennent carbonylées (Sagt et coll., 2002). Or, la
dégradation par le protéasome des protéines carbonylées ne dépend pas de leur
ubiquitination (Shringarpure et coIl., 2003). On peut donc émettre l’hypothèse que
dans une situation de surexpression de STT3B, où il y a induction de prolifération de
membranes de RE et possiblernent stress oxydatif STT3B devient carbonylé et sa
dégradation devient ubiquitine indépendante. Dans ce cas, on n’a aucune idée de la
nécessité de l’ubiquitine permettant la dégradation de STT3B en situation
physiologique. Dans un troisième temps, comme il a été expliqué plus haut, il est
probable que STT3B se retrouve principalement sous forme agrégée dans la cellule
(figure 3) et donc impossible à dégrader. Considérant que l’expérience de la figure
10 du mémoire mesure la quantité de EGFP-STT3B en cytométrie en flux, il est
possible que le signal fluorescent provenant du STT3B soluble se soit “noyé” dans
la fluorescence mesurée correspondant à la fraction agrégée majoritaire, ce qui a pour
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conséquence que l’on observe aucune accumulation de STT3B dans les cellules Ts20
à la température non permissive. Une façon de régler ce problème, serait de regarder
l’accumulation de STT3B en western blot où l’on pourrait discriminer entre la
fraction agrégée et soluble comme à la figure 3. Finalement, on ne peut pas exclure le
fait que les cellules Ts20 sont un système imparfait et qu’il y a encore un peu
d’ubiquitination possible lorsque les cellules sont exposées à la température non
permissive (Cox et col!., 1995).
Finalement, pour démontrer de façon rigoureuse que STT3B est une protéine
dont la dégradation dépend ou non de son ubiquitination, il faudrait opter pour une
stratégie complémentaire à celle de l’utilisation des cellules Ts20, qui inclurait des
expériences ayant déjà fait leurs preuves pour montrer la dépendance de
l’ubiquitination d’une protéine pour sa dégradation (Ward et cou., 1995). Par
exemple, on pourrait, comme suite à l’inhibition du protéasome, vérifier si le STT3B
accumulé est lié à l’ubiquitine. De plus, on pourrait regarder s’il y a accumulation de
STT3B lorsqu’il est cotransfecté avec une ubiquitine mutante (K4$R). Dans cette
ubiquitine, la lysine en position 48 (qui est le site de liaison peptidique entre une
ubiquitine et une autre ubiquitine) est mutée en arginine. Il en résulte un effet
dominant négatif ou la polyubiquitnation dans la cellule est inhibée (Ward et coll.,
1995).
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES FUTURES
Notre étude a montré qu’il y avait trois déterminants majeurs expliquant
pourquoi les peptides dérivant de STT3B ont une si forte contribution à
l’immunopeptidorne: sa localisation dans la membrane du RE près de
l’immunoprotéasome, sa capacité de faire des DRIPs et la présence d’une région
riche en lysine. Les résultats de nos travaux offrent un large éventail de perspectives
qu’il serait intéressant d’évaluer.
Premièrement, nous avons observé que STT3B s’accumule dans un
compartiment juxtanucléaire composé d’une prolifération de membranes de REL.
Cette situation se produit suite à l’induction d’une UPR et/ou d’une EOR dans les
cellules. Or, il est connu qu’une EOR induit la surexpression de certaines protéines
comme l’IL-8, un puissant attracteur de CD4+ (Bellini et coll., 1993) et de cellules
dendritiques (Feijoo et coll., 2005). Il serait donc intéressant ici de tester l’hypothèse
qu’un stress cellulaire peut agir à titre de chérnoattractant pour les CD4+ et les
cellules dendritiques. Pour ce faire, nous pourrions transfecter des cellules
épithéliales avec STT3B povoquant une EOR et regarder si 1) il y a augmentation de
la sécrétion de l’IL-8 par ces cellules et 2) si, par un essai de chemotaxie, cette IL-8
attire les CD4+ ou les cellules dendritiques. Si cette hypothèse se vérifie, on pourrait
alors envisager un lien extraordinaire entre l’état de stress cellulaire (par exemple
comme il a été démontré par l’infection de cellules par le virus Dengue (Ho et cou.,
2001)) et la réponse immunitaire.
Nos travaux nous ont aussi permis de comprendre quels étaient les
déterminants clés permettant la présentation de peptides dérivant de STT3B. Entre
autres, nos résultats suggèrent que la rétrotranslocation de la protéine est l’étape
limitante. Considérant qu’il est fort probable qu’une grande partie du STT3B contenu
dans le RE soit sous forme agrégée, il serait intéressant de vérifier si une diminution
C
de l’agrégation de la protéine pourrait augmenter sa rétrotranslocation et la quantité
de peptides présentés. Une étude récente a démontré que les protéines
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transmembranaires du RE comme les perméases d’acides aminées, s’associent à des
chaperones membranaires pour prévenir l’interaction entre leurs domaines
transmembranaires qui n’interagissent pas normalement et ainsi prévenir leur
agrégation (Kota et coil., 2005). L’étude a permis d’identifier Shr3p, la chaperonne
permettant cet effet puisque l’agrégation de la perméase est augmentée dans des
souches de levure AShr3p mais la situation est renversée si on surexprime un
domaine transmembranaire de Shr3p. L’auteur a aussi identifié d’autres chaperones
du même type permettant de prévenir l’agrégation de d’autres familles de protéines.
Il serait donc intéressant de voir si la surexpression de certaines chaperones du RE
influencerait le taux d’agrégation de STT3B et la présentation de ses peptides. Ceci
nous permettra peut-être d’augmenter encore plus le potentiel de STT3B à générer
des peptides antigéniques.
Dans cette étude, nous avons identifié une région de STT3B qui permet
d’augmenter la présentation peptidique d’une autre protéine source, l’ovalbumine. Il
serait intéressant d’étudier d’autres séquences d’acides aminés qui pourraient avoir un
rôle similaire. Il serait donc très intéressant d’évaluer l’efficacité de la région PEST
contenue dans EGFP-STT3B-SILNFEKL dans la génération du peptide de
l’ovalbumine. De même, il serait intéressant de refaire l’expérience de la figure 10e
en inactivant les deux régions de STT3B qui permettent sa dégradation, c’est-à-dire la
région riche en lysine et la région PEST. Ces expériences nous permettraient de
mieux comprendre si ces régions de STT3B ont un rôle important à jouer dans la
présentation des peptides dérivant de cette protéine. Une meilleure compréhension du
mécanisme d’action de ces séquences permettra ensuite d’augmenter la présentation
antigénique de d’autres protéines.
La transférabilité des propriétés de STT3B à d’autres protéines comme
l’ovalbumine, ainsi que les moyens proposés pour augmenter la quantité de peptide
dérivant de STT3B permettent d’ouvrir belles perspectives thérapeutiques en
immunothérapie. En effet, cette stratégie permettrait d’augmenter la présentation de
peptides tumoraux, viraux ou bactériens permettant une réponse immunitaire plus
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C efficace contre cet épitope. On pourrait donc imaginer infecter des cellules
dendritiques (des CPAs) avec des virus codant pour des constructions, contenant la
protéine contre laquelle on veut diriger la réponse immunitaire couplée à une région
de STT3B. Ces cellules dendritiques exprimant un nombre très élevé d’épitopes
provenant de la protéine cible, pourraient être injectées dans un organisme, ce qui
aurait pour effet d’activer plus efficacement les CTLs naifs. Cette approche
permettrait d’engendrer une réponse immunitaire plus importante et pourrait être
envisagée dans le traitement de certains cancers par exemple. L’importance de la
découverte de la région riche en lysine (acides aminés 790-823) de STT3B prend
donc ici tout son sens puisque cette région de STT3B constitue pour le moment la
région candidate de choix pour élaborer une telle stratégie thérapeutique.
Plusieurs études démontrent que les CPAs professionnelles comme les
cellules dendritiques ont la capacité de présenter des peptides provenant de protéines
endogènes sur des molécules de CMH de classe II et que cette présentation est
dépendante de la dégradation du substrat par le protéasome et de TAP (Tewaki et
coll., 2005) Comme nous avons montré que la présentation des peptides dérivant de
STT3B dépend de sa dégradation par le protéasome, il serait très intéressant
d’investiguer si STT3B peut générer des peptides présentés par le CMH de classe II.
Pour ce faire, on pourrait utilisé une approche dans laquelle on éluerait les peptides
présentés par des cellules dendritiques surexprimant STT3B, et par spectrométrie de
masse, on pourrait identifier si ces derniers proviennent de la séquence de STT3B.
Considérant l’énorme potentiel de STT3B pour générer des peptides associés au
CMH de classe 1, il serait intéressant de comparer si ce potentiel est du même ordre
lorsqu’il s’agit de présentation par le CMH de classe II. Si tel est le cas, la stratégie
de vaccination par les cellules dendritiques élaborée plus haut velTait son poteniel
augmenté, car on pourrait induire une activation augmentée des CD4+ et des CD$+.
Finalement, les résultats, de nos travaux, quoiqu’encore incomplets,
permettent d’expliquer pourquoi l’immunopeptidome est biaisé en faveur de certaines(J’ protéines. La protéine modèle STT3B que nous avons utilisée ici, ne nous a
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certainement pas encore livrée tous ces secrets à cet effet. L’investigation des
mécanismes régulant la présentation antigénique est un domaine chaud présentement,
puisqu’il permettra d’améliorer les stratégies de vaccination avec des cellules
dendritiques.
C
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